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I-RESUMEN
Las neuronas son las células principales del sistema nervio, 
so, y poseen una serie de caracteristicas morfologicas y bioquimi- 
cas especiales destinadas al desempeno de su funcion en ia conduc- 
cion y transmision del impulse nervioso. Entre estas caracteristi­
cas se incluyen una membrana celuiar capaz de conducir el impulse 
nervioso, de liberar neurotransmisores en la terminal axonica y de 
interaccionar con los mismos en la zona sinaptica.
En la neurona, come en las demas células, la membrana esta 
constituida por una bicapa lipidica con los lipidos orientados de 
forma que su region polar esta en el lado externe y su parte hidro 
fobica en el interior. A esta bicapa lipidica se ünen las proteinas. 
Segün la forma de unirse, las proteinas de la membrana se clasifi- 
can en periféricas, cuando estan solamente en contacte çon la su­
perficie de la bicapa; y en intrinsecas cuando estan incluidas en 
mayor o mener grade dentro de la bicapa.
La composicion lipidica no difiere mucho en las diverses 
membranas. Lo que diferencia una membrana de otra son principalmen 
te sus proteinas. Entre estas proteinas se encuentran los recepto­
res que son capaces de interaccionar especificamente con determine 
das sustancias que funcionan como mensajeros quimicos provocando la 
respuesta de la célula blanco. En el sistema nervioso, cuando el im 
pulso alcanza el terminal axonico, se liberan los neurotransmisores 
a la hendidura sinaptica y estos interaccionan de forma especifica 
con los neui'orreceptores. Esta interaccion da lugar a una serie de 
procesos fisicos y quimicos que llevan a la produccion de un poten- 
cial de accion en la neurona postsinâptica o en la célula efectora.
A parte de median la respuesta de la neurona o célula post-
sinaptica, en los ùltimos anos se ha podido comprobar que los neu­
rorreceptores estan también impli c ado s en la regulacion de la lib_e 
racion del neurotransmisor. Este hecho llevo a postuler la exister 
cia de neurorreceptores en los terminales axônicos a los que se les 
dio el nombre de receptores presinâpticos. Aunque cada vez es ma­
yor la cantidad de resultados farmacoldgicos que apoyan la exister 
cia de estos receptores, hasta el présente no habia ningùn dato 
bioquimico ni morfologico que demostrara la localizacion presinâp- 
tica de los neurorreceptores.
Por este motivo, basândonos en estudios anteriores de 
microscopia electronica , nos propusimos abordar con una metodolo- 
gia bioquimica el problema de la localizacion de los neurorrecepto 
res con respecto a la region sinaptica. Mediante un tratamiento 
suave con detergente la membrana presinâptica puede ser disuelta 
quedando intacta la membrana postsinâptica, lo que da lugar a un 
aumento en la concentracion de los receptores cuando éstos estân 
localizados postsinâpticamente y a una disminucion si su localiza- 
cion es también presinâptica. Pudo deraostrarse que este tratamien­
to produce un aumento en la union especifica de la droga nicotini- 
ca )-dimetil-d-tubocurarina. En cambio, hay una disminucion en
la union de drogas a-adrenérgicas, opiâceas y muscarinicas. Estos 
resultados sugieren que los receptores nicotinicos son fundamental 
mente postsinâpticos, mientras que los a-adrenérgicos, opiâceos y 
muscarinicos son parcialmente pre- y postsinâpticos. De esta mane- 
l'a se a port a un dato estructural que explica la regulacion por re- 
troalimentacion de la liberacion del neurotransmisor observada en 
diverses experimentos farmacoldgicos.
Durante estos experimentos se estudiaron las propiedades de 
union de las distintas drogas a las membranas sinaptosomales com- 
probandose que los detergentes podian altersr la union de estas dro 
gks a las membranas. A bajas concentraciones, algunos detergentes 
pueden producir una activaciôn de la union, mientras que a concen­
traciones altas todos ellos producen inactivacion.
También pudo observarse que el efecto inhibitorio del Triton 
I-lOO sobre los receptores muscarinicos es reversible a concentra­
ciones de detergente menores de 0.01^ e irreversible a concentracio 
nés mayores de 0.1%. Esta inhibicion irreversible es contrarresta- 
da cuando se une al receptor un ligando especifica, siendo la atro­
pina el ligando mas eficaz para impedir la inactivacion.Estos estu­
dios demuestran que es posible protéger el sitio receptor de la ac­
cion deleterea del Triton X-100 mediante la union de un ligando es­
pecif ico y senala un camino a seguir para el aislamiento de recepto 
res como entidades moleculares separadas de las membranas.
El efecto de los detergentes sobre los receptores nos llevo 
a estudiar la accion de los anestésicos locales, que,como los de­
tergente s^  disminuyen la viscosidad y expanden Ig membrana celu-
lar, y ademâs tienen importancia terapeûtica. Todos los anestési­
cos producen una inhibicion del receptor muscarinico con una 
en el intervalo micromolar . Dependiendo de la concent racion de anesté- 
sico esta inhibicion puede aparecer como competitiva o no-competiti 
va y no présenta cooperatividad con la union de drogas muscariniciîs 
El efecto de los anestésicos es reversible y, a diferencia de las 
drogas muscarinicas, los anestésicos no protegen al receptor musca­
rinico de la accion deleterea del Triton X-100. Estos resultados su
gieren que los anestésicos inhiben el receptor muscarinico actuan- 
do sobre alg'ôn sitio accesorio pero no directamente sobre el sitio 
receptor.
I l -  INTRODUCCION
Una de las caracteristicas mas notables . de los seres vivos 
es su irritabilidad o capacidad de responder a los estimulos. En 
los animales super!ores esta funcion se ejerce principalmente por 
intermedio del sistema nervioso cuyos componentes mas importantes 
son las neuronas y las células gliales. Las neuronas son las célu­
las propiamente funcionales del sistema nervioso, es decir, las que 
son capaces de excitarse y originar una respuesta a un estimulo.
La organizacion morfologica y el funcionamiento bioquimico de las 
neuronas son, en térhiinos générales, similares a los que existed 
on las demas células del organisme. No obstante, también poseen ca. 
racteristicas unicas destinadas a la realizacion de su funcion 
principal: la conduccion y transmision del impulse nervioso. Estas 
caracteristicas especiales de las neuronas comprenden aspectos mor 
fologicos y bioquimicos.
Estructura de la neurona
Morfologicamente las neuronas se caracterizan por tener nu 
merosas prolongaciones (1,2). En la mayoria de las neuronas se 
distinguen tres regiones celulares bien diferenciadas : el cuerpo 
celuiar, las dendritas y el axon. El cuerpo o soma de la neurona 
suele tener forma esferica o poligonal. En él esta local!zado el 
nucleo celular y los sistemas biosintéticos destinados al mantenj. 
miento de la neurona. El nucleo se caracteriza por tener la crom^ 
tina laxa, lo que indica una activa trgnscripcion genética. Como 
consecuencia de ello, en el citoplasma del cuerpo celular existe 
una considerable cantidad de granules de Nissl que, como en otras 
células, estan compuestos por ribosomas y reticulo endoplasmico cu 
ya funcion es la traduccion de la informacion genética, es decir,
la biosintesis de proteinas (2). Otra caracteristica del citoplas­
ma de la neurona es la de poseer un aparato de Golgi muy desarro- 
llado (2).
Las dendritas son expansiones del cuerpo celular que se ra- 
mifican râpidamente en forma arborescente alrededor del soma. Por 
las dendritas la neurona recibe generalmente las senales de entra- 
da (aferentes). El numéro de dendritas de una neurona es. muy indi- 
cativo de su funcionalidad, pues cuanto mayor es la ramificacion 
del arbol dendritico, la neurona puede recibir mayor numéro de im- 
pulsos de origen diverso (3 ). Las senales de salida de la neurona 
(eferentes) son generalmente emitidas a lo largo del axon. El axon, 
como las dendritas, también se extiende a partir del cuerpo celu­
lar, perp a diferencia de éstas, no se ramifica hasta que llega a 
la célula con la cual se relaciona. En este punto da origen al te- 
ledendron.El axôn suele ser de mayor longitud que las dendritas y 
constituye la via por la que las senales pueden viajar largas dis- 
tancias a otras partes del sistema nervioso. Ademas el axon suele 
estar rodeado por una c varias capas de mielina. En este caso se 
dice que el axon esta mielinizado y forma la fibra nerviosa mieli- 
nica.
La mielina es una membrana arrollada en espiral sobre el 
axon y es producida por los oligodendrocitos (células gliales del 
sistema nervioso central) o por las células de Schwann (en el sis­
tema nervioso periférico). La mielina no cubre totalmente al axon, 
sino que lo .hace en ferma de segmentes dejando entre ellos regio­
nes desnudas. Estas zonas no cubiertas por la mielina se conocen 
como nodules de Ranvier y son mas évidentes en las fibras nerviosas
periféricas. En las neuronas no mielinizadas el impulse nervioso 
es conducido de una forma continua. Por el contrario, en las neuro. 
nas mielinizadas la conduccion solamente tiene lugar en los nodu­
les de Ranvier, propagândose de una forma saltatoria(2,4). Los axo 
nés mielinizados propagan el impulse a mayor velocidad. Por ésto 
se piensa que el principal papel de la mielina es aislar la conduç^ 
cion nerviosa. Si bien ésto es cierto, es probable que la mielina 
también esté implicada en otras funciones porque reciéntemente se 
han localizado en esta membrana diversas actividades enzimaticas 
(5).
La region mas importante de la neurona desde el punto de 
vista funcional es la sinapsis o union sinaptica. Las regiones si- 
nâpticas constituyen zonas de contacte funcional entre dos neuro­
nas o entre una neurona y una glândula u organe efector. A nivel 
de la sinapsis se producen la transmision de impulses excitatorios 
o inhibitorios en una sola direccion. Los estudios de Cajal (6) 
con el microscopio optico, revelaron una considerable variaciôn en 
la forma tamano y distribucion de los terminales nerviosos en las 
diferentes regiones del sistems nervioso central. Las sinapsis se 
clasifican en : axosomâticas, axodendriticas o axoaxonicas, segûn 
los elementos de la neurona que participan en su formacion (7)-Al 
microscopio optico las terminales presentan diversas formas : de bo^  
ton, de clava, caliz etc. (6). No obstante, los detalles estructu­
ral es de la'sinapsis solamente pudieron conocerse mediante el mi­
croscopio electronico. De esta forma, en la union sinaptica pudie­
ron visualizarse las membranas de las dos neuronas separadas por 
la hendidura sinaptica. En la sinapsis las membranas de las dos
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neuronas parecen ser mas gruesas y densas; y la hendidura puede 
presenter una serie de filamentos intersinapticos -que unen ambas 
membranas. En la célula postsinâptica se observa un sistema de fi- 
lamentos delgados que penetran a distancias variables y que se de 
nomina reticulo subsinâptico (8). Asi mismo, se observaron desnsi- 
dades presinâpticas constituidas por proteinas que tienen abundan- 
tes aminoâcidos bâsicos (9,10). De gran importancia fus la demos- 
tracion de que en las terminales presinâpticas existe un componen- 
te vesicular, las vesiculas sinâpticas, que contienen el neuro - 
transmisor (11). Con el microscopio electronico también fueron de^ 
critas, ademâs de las anteriormente mencionadas, otros tipos de 
uniones sinâpticas (12) como las dendrodendriticas; las reciprocas, 
en las cuales una misma prolongacion neuronal puede ser presinâpti­
ca en un punto y postsinâptica en otro; y las sinâpsis seriadas,en 
las que un terminal nervioso puede actuar sinapticamente sobre otro 
terminal (1 3 ).
Bioquimica de la neurona.
Bioquimicamente las neuronas se caracterizan por poseer la 
maquinaria biosintética para los diversos neurotransmisores, por 
tener sistemas de transporte intraceluiares especificos y por po­
seer una membrana celular excitable.
Actualmente se conocen unas 30 sustancias quimicas que tie­
nen o pueden tener una funcion transmisora (14), es decir, que al 
ser liberadas por el terminal de una neurona pueden intei’accionar 
con otra neurona u organo efector provocando una respuesta. De las 
diversas sustancias transmisoras las neuronas suelen liberar solo 
una (Régla de Dale) aunque existe la posibilidad de que hay a neuro.
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nas que liberen mas de un neurotransmisor (15)- Las neuronas pro - 
ductoras de un mismo transmisor no se distribuyen al azar sino que 
se localizan en grupos especificos que envian sus axones a regio­
nes determinadas del sistema nervioso.
La sintesis del transmisor comprends una o varias reaccio- 
nes enzimaticas. Estas enzimas son producidas en el cuerpo celular 
puesto que en el terminal nervioso no hay reticulo endoplâsmico ni 
ribosomas. Como los axones son fibras muy delgadas que pueden al- 
canzar una longitud de varies milimetros y hasta centimetres, la 
neurona necesita un sistema muy active de transporte desde el cuer 
po celular al terminal nervioso (16-18) para llevar hasta alli el 
neurotransmisor o bien las enzimas necesarias para su sintesis. Ad.e 
mas en los terminales nerviosos solamente tiene lugar un 2% del 
la sintesis de las proteinas que son râpidamente renovadas (19,20). 
Estas proteinas tienen una vida media comprendida entre 12 horas y 
100 dias (21),y para ser reemplazadas es necesario que nuevas pro­
teinas alcancen el terminal nervioso. Se han demostrado dos tipos 
de transporte en direccion ortograda (del cuerpo al terminal) para 
las proteinas: un flujo axonal râpido y un flujo axonal lento (22).
El flujo axonal râpido alcanza una velocidad de alrededor 
de 280 mm por dia. Es utilizado para el transporte de proteinas 
que son sintetizadas en el reticulo endoplâsmico. Las proteinas 
son transportadas primero al complejo de Golgi, y luego pasan al 
axon y a. las dendritas, principalmente por medio de los tûbulos y 
vesiculas del reticulo endoplâsmico liso. Las proteinas transpor­
tadas por este flujo râpido estân destinadas a recambiar las pro­
teinas de las membranas (2 3 ) y pueden ser recuperadas en las frac-
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clones particuladas (2 4). Practicamente todas las glicoproteinas 
son transportadas por el flujo râpido (25).
El flujo axonal lento alcanza una velocidad de 1 a 1.5 nun 
por dia; es utilizado para transportar proteinas solubles y, en mg 
nor extension, algunas proteinas mitocondriales (26). Estas protei 
nas son sintetizadas per polisomas libres y, probablemente, no pa­
san por el complejo de Golgi. Por este flujo se transportan protei­
nas solubles taies como la colina acetiltransferasa, la actina y 
la tubulina, cuyo recambio en el axon es muy lento.
Los flujos axonales râpido y lento se utilizan para compen- 
sar la pérdida de proteinas locales que tienen lugar por proteoli- 
sis, o por liberacion en el terminal nervioso. Para estos flujos 
son necesarios los microtûbulos, puesto que son interrumpidos por 
drogas que los destruyen (27,28).
/'parte de estos flujos ortdgrados, existen también flujos 
retrogrados, es decir, desde el terminal nervioso al cuerpo celu­
lar' (29). Se sabe que existe un flujo retrograde inespecifico que 
tiene lugar cuando en 1 os terminales se colocan macromoléculas a 
elevada concentracion. Asi, por ejemplo, si en los terminales se 
coloca peroxidasa de râbano o seroalbûmina a elevada concentracion' 
estas macromoléculas aparecen mâs tarde en el cuerpo celular (29- 
3 1 ). También existe un transporte retrograde especifico que dépen­
de de la union de la molécula que va a ser transportada a sitios 
especif icos de la membr'ana del terminal nervioso (32). Un ejemplo 
de transporte especifico retrogrado es el del factor nervioso de 
crecimiento, que es una proteina de bajo peso molecular indispensa 
ble para el crecimiento de las neuronas noradrenergiess (33) Y que
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estimula algunas enzimas implicadas en el metabolismo de la adrena 
lina como la tirosina hidroxilasa y la dopamina P-hidroxilasa (3 4 )■ 
Una vez que el factor .de crecimiento nervioso es captado per el 
terminal se transporta a lo largo del axon y se concentra en el so 
ma de la neurona (35)* Ademas del factor de crecimiento nervioso, 
son transportadas por el flujo retrogrado especifico otras macro- 
moléculas como las lectinas y ciertas toxinas. Pero las toxinas no 
quedan confinadas al sorna celular, sino que también pasan a los 
terminales presinâpticos y de alli, a otras neuronas (3 6 ). Este 
sistema de transporte transinâptico es. importante desde un punto 
de vista patologico, puesto que, de esta forma, es como ciertos v_i 
rus y toxinas pueden llegar al sistema nervioso central sin atra- 
vesar las barreras sangre-cerebro, y son muchas las enfermedades 
i, narviosas que tienen un origen infeccioso (3 7 ).
La membrana neuronal
Otra especializacion bioquimica de la neurona consiste en 
poseer una membrana externa capaz de conducir el impulse nervioso. 
Se ha comprobado que l_a maquinaria molecular 'involucrada en la con 
ducciôn de este impulse esta localizada en la membrana del axon. 
Este fue demostrado en el axdn gigante del calamar, en el cual, el 
axoplasma puede ser sustituido por diverses disoluciones de elec- 
trolitos; la propagéeion de los potenciales de accion puede produ- 
cirse en estas preparaciones, en las que se ha eliminado la mayor 
parte del citoplasma y solo queda la membrana (3Ô). Por otra par­
te, en el terminal, la membrana interviens en la liberacion de los 
neurotransmisores y en la region postsinaptica contiens receptores 
que responden a los transmisores. La membrana interviens ademas,
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en el reconocimiento de otras células durante el desarrollo embrlo 
nario de forma que cada neurona encuentra su propio lugar y esta- 
blece sus conexiones précisas en la complicada red del tejido ner­
vioso (39). Por estas razones, gran parte de la neurobiologia ac­
tual esta centrada en el estudio de las membranes del sistema ner­
vioso.
La membrana de la neurona, como la membrana externa de to- 
das las células, esta constituida fundamentaimente por lipidos car 
bohidratos y proteinas (40). Estos componentes pueden estar libres 
o asociados entre si, dando lugar a glucolipidos, glucoproteinas, 
lipoproteinas y glucolipoproteinas (41)* Una propiedad general de 
los componentes de la membrana es que poseen una zona hidrofobica 
y otra polar. Asi acurre por ejemplo, con los fosfolipidos, glucoli 
pidos y con ciertas proteinas. Este caracter anfipaticp da lugar a 
que sus componentes se encuentren asociados entre si de tal forma, 
que las regiones hidrôfobas estan fuera del contacte del agua rela 
cionadas por interacciones hidrofobicas, mientras que, los grupos 
polares se encuentran dirigidos hacia la interfase acuosa. Por lo 
tanto, las interacciones hidrofobicas son muy importantes en el 
manteniraiento de la matriz de la membrana. Estas fuerzas dan lugar 
a estructuras que no son rigidas, puesto que se originan mas bien 
por la repulsion del agua de las zonas apolares,que por la atrac- 
cion entre estas regiones (42). De esta forma, las membranas son 
estructuras casi fluidas en las cuales, los movimi entos de los corn 
ponentes moleculares estan sdlamente restringidos dentro del con- 
junto de la capa que constituye la membrana. Una evidencia de este 
tipo de estructura fluida es el hecho de que la mayoria de las mem
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branas celulares se pueden disperser fâcilmente por accion de disol 
ventes orgânicos, detergentes o agentes disociantes (43 )•
La relacion linido-oroteina varia mucho de una membrana a 
otra; en general, las nroteinas suelen constituir ,mas del 50fo del 
contenido de la membrana (41) Una excepcidn es la mielinq que con­
tiens alrededor de un 2 0 fo de proteinas (45), nor lo que en esta mem 
brana, las proteinas no son suficientes para cubrir a los lipidos 
como ocurre en la mayoria de los casos.
Los componentes. lipidicos mas importantes de la membrana son 
los fosfolipidos, el colesterol y los galactolipidos, cuya propor- 
cion es diferente en las distintas membranas. Los fosfolipidos mayo 
ritarios de la membrana son la fosfatidilcolina, la fosfatidiletano 
lamina y la esfingomielina, que no tienen carga neta a pH fisiologi 
co.Estos lipidos pueden empaquetarse fuertemente por medio de inte­
racciones hidrofobicas, dado que no presentan repulsion eléctrica. 
Ademas de estos lipidos neutros, la mayoria de las membranas contie 
nen de un 5 a un 2 0 fo de lipidos acidicos, constituidos fundamental- 
mente por fosfatidiiserina, fosfatidilinositol, cardiolipina, fosfa 
tidilglicerol y sulfolipidos- Los lipidos acidicos tienen carga ne­
ta a pH fisiologico y tienden a separar el empaquetamiento por fuer 
zas hidrofobas, salvo que sus cargas sean neutralizadas por catio- 
nes. Cuando se tratan las membranas con fosfolipasa C (enzima que 
hidroliza el enlace ester f osf oglicérido ) solo el lO fo de los fosf o- 
glicéridos se convierten en glicéridos neutros (46,47). Los restan­
tes fosfoglicéridos no tienen su grupo fosfato accesible a la enzi­
ma, probablemente, porque se encuentran interaccionando con restos 
positivos, en su mayoria de proteinas (4Ô). Los fosfolipidos mejor
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predispuestoo a este tipo de interaccidn son los acidicos, puesto 
que sus grupos negativos pueden unirse a los restos aminoacidicos 
basicos Otro tipo de interaccidn electrostatics es la union de los 
lipidos anidnicos a los residuos negativos de las proteinas por me 
dio de puentes con cationes divalentes (49,50).Estas interacciones 
idnicas tienden a compactar la membrana, mientras que las interac­
ciones hidrofdbicas que se dan entre los fosfolipidos neutros y el 
colesterol,1a fluidifican (51)-
Las proteinas de membrana ban sido divididas en ’'proteinas 
eytrinsecas o peri fericas" y en "proteinas intrinsecas o intégra­
les" de acuerdo a la forma con que pueden ser extraidas (43)-
Las proteinas perifericas pueden separarse de las membranas 
por procedimientos relativamente suaves,como la sonicacidn, la ad_i 
cion de sustancias quelantes o el aumento de la fuerza idnica; y 
cuando son solubilizadas, no suelen llevar lipidos unidos. Estas 
propiedades indican que las proteinas perifericas no estan unidas 
fuertemente a los lipidos, y que su union al resto de la membrana, 
esta mantenida por interacciones idnicas. Ejemplos de elles son el 
citocromo C, que puede ser disociado de la'mitocondria con disolu­
ciones de concentradàs de sal (52,53); la espectrina, que puede se 
pararse del eritrocito mediante agentes quelantes (54): y la ace- 
tilcolinesterasa, que puede extraerse con altas concentraciones de 
ClNa. (55-57).
Por el contrario, las proteinas intrinsecas o intégrales, 
requieren procedimientos de extraccidn mas drâstiros, como el em- 
pleo de disolventes orgânicos o detergentes. Frecuentemente llevan 
lipidos asociados cuando se aislan, y tienen mucha tendencia a for
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mar agregados que ureci oitan. Probablemente, los agregados se for- 
man nor interaction entre las superficies hidrofobas de las prote­
inas . En algunos casos, se forman agregados de tamano limitado que 
son solubles en agua (5^,5^), pero lo mas comun es" que se necesi- 
ten detergentes oara mantener las proteinas intrinsecas solubles 
en agua. El estudio de las proteinas intégrales de diferentes mem­
branas ha demostrado que son muy heterogéneas en relacion al peso 
molecular (60,61), y que frecuentemente, estan unidas a oligosaca- 
ridos formando glicoproteinas (6 2 ,6 3 ). Entrë las .proteinas intrin­
secas se encuentran .la mayoria de las enzimas unidas a las membra­
nas como la adenilciclasa (6 4 ,6 5 ), algunas guanilciclasas (66,67) 
o las diversas ATPasas (68-70);los antigenos de histocompatibili- 
dad (7 1 ), y los receptores de drogas y hormonas (72); y los proteo 
lipidos, que son proteinas muy hidicf dbicas, cuya extraccidn puede 
hacerse mediante disolventes orgânicos.Despues de ser aislados de 
la sustancia blanca de cerebro (73), los proteolipidos fueron ais­
lados de diversas membranas (74,,75). Algunos de ellos pueden pre- 
sentar propiedades de recentores(76) o iondforos (77).
Podria esoerarse que las proteinas intrinsecas contuvieran 
un reducido numéro de aminoâcid,os polares en comoaracidn con las 
proteinas solubles en medio acuoso. En vista de este, Capaldi y 
Vanderkooi (78) analizaron la composicidn de aminoacidos de un nu­
méro arnplio de proteinas. Pudieron comprobar que la mayoria de las 
proteinas hidrofdbicas contenian aproximadamente de un 30 a un UOfo 
de aminoacidos polares, pero, en algunas, este porcentaje era prdxi 
mo al 50^. Este bajo contenido de restos polares puede ser parcial 
mente causante de la hidrofobicidad de las proteinas intrinsecas.
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No obstante, para exnlicar su alta hidrofobicidad, parece necesa- 
rio pensar que las proteinas adoptan una conformacion t h l que en 
la superficie se encuentran los restos hidrofobos y en el nûcleo 
los restos polares. Es decir, tienen una conformacion inversa a la 
que adoptan las proteinas hidrosolubles. Esta conformacion tendra 
un potencial quimico alto en medios acuosos (4 2 ), de ahi su difi- 
cil extraccidn de las membranas.
Una de las principales caracteristicas de la organizacidn 
molecular de las membranas es la asimetria de todos sus componen­
tes quimicos (79), es decir, los lipidos, carbohidratos y protei­
nas estân distribuidos de forma distinta en la superficie interna
y externa de la membrana.
De esta forma, se ha podido demostrar, mediante el uso de
réactivés no pénétrantes (80) que la distribucidn de los' fosfolipi­
dos es altamente asimétrica. Se supone que esta asimetria es bas- 
tante astable y que hay poco intercambio de lipidos entre las dos 
superficies (80,81). La distribucidn de los oligosacéridos es tam­
bién muy asimétrica. Tanto los glucolipidos como las glucoprotei­
nas se encuentran confinados exclusivamente en la superficie exter 
na de la membrana (82,83)- Esta distribucidn asimétriqa. de lipidos 
y carbohidratos da lugar a que la superficie externa de la membra­
na esté cargada negativamente.
Las proteinas de la membrana tambén estan distribuidas asi- 
métricamente. Algunas eridencias de tal asimetria procéder de ex­
périmentes en los que se somete a digestidn proteulitica las mem­
branas en posicidn normal e invei’tida (80,85)-
Las diversas propiedades de las membranas bioldgicas han d_a.
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do origen a distintos modelos moleculares de membrana.Inicialmente, 
Danielli y Davson en 193 5 (86) postularon un modelo en el que se 
suponia la membrana constituida por una bicapa lipidica a la que 
las proteinas se adhieren en ambas interfases lipido-agua, disminu 
yendo, de esta forma, la tension superficial de la bicapa.Este mo­
delo explicaba la permeabilidad celular a las sustancias liposolu- 
bles y la baja tension superficial que présenta la membrana celu­
lar. Las observaciones al microscopic electronico dieron lugar al 
modelo trilaminar, también llamado de unidad de membrana, que fue 
elaborado por Robertson (87).Este modelo interpréta las imagenes 
al microscopic electronico considerando la membrana como una es­
tructura lipoproteica, en la que las regiones hidrfdbicas de los 
lipidos constituyen la zona interior (de baja densidad electrdni- 
ca),mi entras que las cabezas polares de los lipidos estan en las 
laminas exteriores (electronicamente densas) interaccionando con 
las proteinas. Las.;proteinas adoptarian preferentemente una confer 
macion 3 para poder extenderse sobre la bicapa lipidica. Posterior 
mente, pudo comprobarse que las proteinas de membrana estan predo- 
minantemente en conformacion de a-hélice (88,89). Por otra parte, 
el modelo de Robertson es termodinamicamente inestable, debido a 
que en él, los restos no polares de los aminoacidos estan expues- 
tos al agua, mientras que los grupos ionicos y polares de los li­
pidos son separados del contacte con el agua por las capas protei- 
cas.
Para superar esta dificultad termodinamica e integrar todos 
los dates quimicos y fisicos que se tenian sobre la membrana biolé 
gica. Singer y Ib’colson postularon en 1072 el modelo dë"mosaico
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fluido de membrana" (40). Este modelos postula: 1) que los lipidos 
estan en forma de bicaoa, 2)las proteinas intégrales estan inciui- 
das en esta bicaoa con una disposiciôn en forma de mosaico, mien­
tras que las perifericas se encuentran adheridas a la superficie 
de la bicapa, 3 )las membranas son estructuras casi fluidas en las 
cuales los lipidos y las proteinas intégrales pueden tener movimien 
tos de translacion en el piano de la membrana. La fluidez de la 
membrana es consecuencia de que sus principales componentes estân 
mantenidos por fuerzas no covalentes (90).
Disposiciones proteicas similares habian sido propuestas 
por Wallach y Zahler en 1066 (91) y por Vanderkooi y Oreen en 1970 
(92). El modelo de mosaico fluido es el mas aceptado actualmente. 
Una modificacidn reci ente consiste en la inclusion de micelas in­
verti das de lini dos en el interior de la bicaoa (93). Esta modifi- 
cacion esta basada en los resultados obtenidos mediante la aplica- 
ciôn de la resonanci.a magnetica nuclear (94,95 ) y la criofractura a 
los liposomas y a las membranas bioldgicas.
La disposiciôn oroteica del modelo de mosaico fluido se es- 
tudiô mediante la criofractura de membranas. Cuando la criofractu­
ra tiene lugar en el piano de la membrana, se observa al microsco- 
pio electronico una matriz lisa interrumpida por numerosas parti- 
culas de unos 85 A de diametro.Mediante esta técnica, se ha podi­
do observer que las diversas membranas pueden tener de un 12 a un 
80^ de su superficie cubierta por proteinas (98-]01). Una excep­
cidn interesante es la mielina, en la que no se observan particu­
les por crifractura. Ello puede deberse a que esta membrana tiene 
un contenido alto de lipidos . Por otra parte, mediante técni cas
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de fijacidn que no extraen proteinas durante la preparaelon de las 
muestras, se obtiens una apariencia granular de la membrana, tanto 
por microscopia electron]ca convencional como por criofractura 
(102). De acuerdo con estos resultados, se piensa que .la imagen 
de la unidad de membrana es, en gran parte, un artificio de técni­
ca .
La fluidez de la membrana fue demostrada por expèrimentos 
de fusion celular como el de Frye y Eidin (IO3 ). Estos investiga- 
dores siguieron la distribucidn de proteinas en células de raton y 
humanas fusionadas con virus Sendai. Marcaron los respectivos an­
tigenos con marcadores de fluorescencia de diferente color y obser 
varon que, a los cuarenta minutos de la fusion celular, los compo­
nentes antigénicos estaban muy entremezclados. También se ha demo^ 
trado la fluidez de la membrana bioldgica fusionando células en 
las que la adenilciclasa estaba inactivada, oero con el receptor 
p-adrenérgico intacto, con otras células que sdlo contenian la en­
zima. Cuando se produce la fusidn celular, tiene lugar el acopla- 
miento de la enzima con el receptor (104). Mediante técnicas fisi- 
cas como la difraccidn de Rayos X o la resonancia magnética nuclear, 
se puede demostrar también la fluidez de la membrana (105). Estas 
técnicas suministran informacidn sobre el empaquetamiento lipido- 
proteina y sobre la velocidad de rotacidn de las moléculas a tra 
vés de la bicapa (106,107).
La fluidez de la membrana se debe a que esta mantenida 
principalmente por fuerzas hidrofdbicas, las cuales son poco in- 
tensas. Esta fluidez permite a la célula deformarse y resellarse 
si su superficie se rompe por alguna parte. Taies propiedades de
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la célula, no serian posibles si las membranas estuvieran manteni- 
das por otras fuerzas mas intensas, dado que éstas producen estrujç 
turas rigidas y menos flexibles.
Los receptores de membrana:Neurorreceptores
Lo que hace una membrana celular diferente de otra son sus 
proteinas (108). De hecho, parece ser que la comunicacion control^ 
da a través de las membranas solo puede realizarse de forma eficaz 
por medio de las proteinas (42). Las proteinas de la membrana de 
cualquier célula, segûn su funciôn, se agruoan en cinco clases: en 
zimas, bombas, canales, receptores y proteinas estructurales■(108). 
Estas cinco clases de nroteinas no se excluyen entre si. Por ejernplq 
una misma proteina podria ser receptor y proteina estructural, es 
decir, puede realizar varias funciones.
Dada la importancia de las membranas en la funcion de la neu 
rona y la transcendencia que tienen las proteinas en la membrana, 
es logico pensar que las proteinas de la membrana neuronal desempe- 
nan un papel clave en la funcion nerviosa (108). Por este motivo, 
centrâmes la présente tesis en uno de los diverses tipos de protei­
nas de la membrana: los receptores.
El concepto de receptor fue elaborado por Langley en 1905, 
al définir la "sustacia receptiva" de la union micneural, como el 
sitio de accion de la nicotina y el curare, y como el sitio por el 
que compiten ambas drogas (109). Desde enfonces, durante décadas, 
la idea de receotor fue un concepto operacional indispensable para 
entender la forma de accion de los farmacos (110). Sôlo recientemen 
te, han podido estudi arse bioquimicamente los receptores gracias al 
desarrollo de técnicas de union especifica de ligandos radioactives
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(111,112).Los receptores deben ser considerados como entidades es­
tructurales definidas. Esto se deduce de las propiedades quimicas 
especificas que requiere un ligando para interaccionar con un re­
ceptor (110), Por ejemplo, los isdmeros dpticos de un mismo compues 
to generalmente difieren en su capacidad para unirse a un receptor, 
lo que hace suponer una comolementaridad estructural entre un ligan 
do y su receptor especifico.
Gracias al empleo de ligandos radioactivos,. se ha podido 
demostrar que el efecto farmacologico que tienen muchas drogas y 
neui'oi.oxinas, se debe a su capacidad para bloquear activar o modif i_ 
car determinados neurorreceptores. También se sabe que ciertas en 
fermedades mentales, . como la corea de Huntington (113) o la enfermedad de 
Parkinson (11 4), y ciertas enfermedades motoras como la miastenia 
gravis (115), pueden tener como causa alteraciones en los neurorre, 
ceptores.
Para un mismo tipo de transmisor puede haber distintos tipos 
de neurorreceptores que difieren tanto en su funcion,como en sus 
propiedades de union de ligandos. Asi por ejemplo, hay receptores 
nicotinicos y muscarinicos para la acetilcolina (II6 ), receptores 
a y 3 adrenérgicos (117,118) etc. y también receptores pre- y post 
sinapticos para diversos neurotransmisores.
Localizacién de los neurorreceptores :Receptores pre- v
postsinapticos
La funcinali dad de un receptor deoende,en gran medida, de su 
localizacion en la célula. Uno de los problemas actuaies en las ir- 
vestigaciones sobre neurorreceptores en el sistema nervioso central 
es el de su localizacién con respecte a la region sinaptica. Me-
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diante el fraccionamiento subcelular, pudiron ser aisladas las ter- 
minaciones nerviosas (119) y , posteriormente, se demostrd que en 
ellas se presentaba la m'ayor caoacidad de union de neurotransmi so­
res (110). Esto demostraba que los neurorreceptores estân concentra, 
dos en la region sinâptica.
La localizacién de los neurorreceptores en la region sinâp­
tica estâ de acuerdo con la teoria quimica de la transmisién del 
impulse nervioso. segûn esta teoria, el transmisor es almacenado en 
las terminales nerviosas en forma de vesiculas (121). Cuando el im 
pu]so nervioso alcanza el terminal, el neurotransmiaor es liberado 
a la hendidura sinâptica, donde interacciona, de forma especifica, 
con el receptor situado en la membrana postsinâptica. Esta interac­
cidn da lugar a un cambio conformacional reversible del receptor, 
el cual desencadena una serie de procesos en la membrana postsi nâ_p 
tica, dando lugar a la translocacion de iones (lo que produce un 
cambio de. potencial en la membrana), al desplazamiento de calcio y 
a la activacién de ciertas enzimas como la adenilciclasa y las im­
plicadas en el recambio del fosfatidilinositol (122). Todos estos 
procesos dan lugar a una ampliacién de la senal eléctrica (1 2 3).
En los ültimos anos ha habido profundos cambios en las ideas acer 
ca de la localizacién de los receptores con resuecto a la regién 
sinâptica. Pues, ademâs de estos receptores nostsinâpticos, un nu­
méro cada vez mayor de evidencias expérimentales sugieren la exi s- 
tencia de receptores localizados en los terminales nerviosos (1 2 4, 
(1 2 5). Estos neurorreceptores estân relacionados con la regulacién 
de la liberacién del neurotransmisor, adecuândola a las diferntes 
condiciones. Esta regulacién implies una accién del neurotransmi-
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sor liberado sobre el mismo sitio de liberacion, lo que represents 
un tipo de autorregulacî on (126). El efecto del neurotransmisor pue 
de ser excitatorio o inhibitorio, dando lugar a una retroalimenta- 
cidn positiva o negativa (126).
Probablemente, el primer experimento que sugirio la exister 
cia de receptores presinâpticos, fue el de Brown y Gillespie (127). 
Estos investigadores observaron que la presencia de fenoxibenzamina 
(un antagonista a-adrenérgico) aumentaba endrmemente el flujo de 
noradrenalina a partir del bazo de gâto cuando se estimulaba el ner 
vio esplénico.Este efecto estaba relacionado, de alguna forma, con 
el bloqueo de receptores a-adrenérgicos. Inicialmente se pensé,que 
la droga antagonista bloqueaba el receptor postsinâptico, lo que 
permit!a la salida al flujo sanguineo del receptor liberado. Poste, 
riormente se sugirié la posibilidad de que la f enoxibenzamina impi_ 
diera la recaptura de noradrenalina en los terminales nerviosos.
Pero la primera evidencia de la localizacién presinâotica 
de neurorreceptores, procédé del trabaio de Paton y Vizi de 1Q6Q 
(128), quienes demostraron que la fenoxibenzamina suorimia el efeç. 
to inhibitorio de la noradrenalî na sobre la liberacién de acetilco 
lin^del i leo de cobaya en reooso, o bajo estimulacién. Esto implj, 
caba que la noradrenalina inhibia presinâpticamente la liberacién 
de acetilcolina. A este e jernplo de inhibicion presinâptica a^adre- 
nérgica de liberacién de acetilcolina, siguié la demostracién de 
una inhibicién similar de la liberacién de noradrenalina, présenta, 
da simultaneamente nor diversos laboratories (124,12Q,130). Desde 
enfonces, durante los ûltimos diez anos, han aparecido numérosos 
trabajos en los que se demuestra la localizacién presinâptica de dj,
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versos neurorreceptores (1 2 4,1 2 5).
El mecanismo mediante el cual los receptores presinâpticos 
inhiben la liberacion del neurotransmi sor no estâ completamente 
aclarado. Ciertas observaciones sugieren que la activacion de los 
receptores presinâpticos a-adrenérgicos limita la disponibilidad de 
calcio necesaria para que continue la liberacion del neurotransmi- 
sor. De esta forma, una baja concentracién de Ca^^extracelular po- 
tencia el efecto inhibitorio de la clonidina, sobre la liberacion 
de noradrenalina, durante la estimulacién nerviosa del.conducto de­
ferents de cobaya; por el contrario, las concentraciones extracelu- 
lares altas de Ca^^, anulan la inhibicion producida por la clonidi­
na (131). Lo mismo parece ocurrir en la inhibicion producida por 
las prostaglandi nas en la estimulacién nerviosa del conducto defe­
rents (126). Sin embargo, en la inhibicién de la liberacion de ace­
tilcolina en la electroulaca de Torpedo. no parece estar implicada 
2+
la recaptura del Ca por el terminal, sino mâs bien la fosforila- 
cion de proteinas (1 3 2); puesto que la activacién del receptor pre- 
sinâptico inhibe la fosforilâcion de proteinas, -sin inhibir la cap­
tura de Ca^^. También existe evidencia de un mecanismo presinâptico 
de generacién de GMPciclico, implicado en la regulacién de libera­
cién de noradrenalina en la glândula pineal (1 3 3).
La mayor parte de las investigaclones sobre receptôres pre­
sinâpticos han sido realizadas en las terminales adrenéz gicas del 
sistema periférico. La existencia de receptores presinâpticos a- 
adrenérgicos en este sistema estâ apoyada por las si gui entes obser­
vaciones: 1) La regulacién de la liberacién de noradbenalina es in- 
dependiente de la naturaleza a o p de los receptores postsinéoticos
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que median la- respuesta del organe elector (134-136). 2) La regula- 
cidn de la liberacién de noradrenalina no esta afectada por la atro 
fia de la célula efectora postsinaptica (135,137), lo cual implica 
que la regulacién se debe al terminal mismo y no al érgano elector. 
3) Hay reduccién en el numéro de sitios de union a-adrenérgicos en 
las membranas del ventricule de corazén después de la destruccién 
de los terminales adrenérgicos aferentes (13^).
A parte de los receptores presinâpticos a-adrenérgicos del 
sistema nervioso periférico, se tiene evidencia de otros receptores 
presinâpticos, tanto en el sistema nervioso periférico, como en el 
central. Asi por ejemolo,diversas observaciones sugieren la presen­
cia de receptores presinâpticos a-adrenérgicos en el sistema nervio 
so central (139-142).
Los mecanismos de retroalimentacién negativa de acetilcolina 
pueden corresoonder a la presencia de receptores presinâpticos mus.- 
carinicos inhibitorios, tanto en el sistema nejrvioso periférico 
(143), como en el central (144,145).También han sido descritos re­
ceptores muscarinicos presinâpticos en la electroplaca del Torpedo 
(132), La existencia de receptores nicotinicos presinâpticos no ha 
podido ser demostrada en los ganglios simpâticos (14 6), pero si en 
la unién neuromuscular (147,140), donde pueden regular la libera­
cién de acetilcolina (147).
Los receptores presinâpticos de dopamina parecen estar impli, 
cados en los mecanismos de retroalimentacién negativa de liberacién 
de dopamina, en el estriado de rata (149,150) y en el caudado de co 
ne.10 (15 1). Pero al mismo tjempo, estos receptores pueden estar im- 
nlicados en el control de la biosintesis de dopamina a nivel de la
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tirosina hidroxilasa (152). También exister evidencias de recepto­
res presinâpticos GABAérgicos (153,154) y opiaceos (155,156) en el 
sistema nervioso central.
La presencia de receptores presinâpticos en el sistema ner­
vioso central ha sido sugerida al demostrarse que la liberacion de 
neurotransmisores de los cortes cerebrales sometidos a despolariza- 
ciôn, Dodfa ser inhibida ,nor varias sustancias que actüan de forma 
especifica sobre los distintos neurorreceptores. Estas pueden ac- 
tuar sobre el mismo terminal,'oero también,'Pueden adtuar sobre es­
tructuras vecinas (como células gliales o el terminal postsinanti- 
co) que pueden emitir una segunda senal sobre el terminal nervioso. 
Otra posibilidad es actùen sobre interneuronas cortas que se oro- 
yectan sobre estos terminales(142 ).
Esta ultima posibilidad ha sido eliminada mediante experimen 
tos en los que se demuestra que los agonistas a-adrenérgicos inhi­
ben la liberacion de noradrenalina en las preparaciones de sinapto- 
sornas (157). Sin embargo, las otras alternativas subsister porque 
los sinaptosomas tienen la membrana postsinaptica unida, y ademas, 
los sinaptosomas noradrenérgicos se encuentran en las preparaciones 
rodeados de terminales no noradrenérgicos. Por tanto, subsiste la 
posibilidad de que el sitio primario de accion de las drogas modu- 
ladoras sea la membrana postsinaptica o las estructuras vecinas.
Por otra narte, los resultados de la modulacion donaminérgica obte­
nidos en sinaptosomas, estan en contradiccîon con los obtenidos en 
cortes cerebrales (158,]^9).
El uso de ligandos radioactives oara marcar los neuroT-receo 
tores, junto con las lesiones selectivas de las vias nerviosas,
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ofrece otra alternativa oara detectar los receotores presinaoticos. 
Mediante este procedimiento pudo demostrgrse que habia una reduce!on 
del 22^ en los receptores GABAérgicos del cuerpo estriado, donde ei. 
GABA facilita la liberacion de dopamina (I60,l6l), cuando se destru 
fan las vias dopaminérgicas nigroestriatales (162), y lo mismo suce 
de con los receptores opiaceos (I6 3 ). También se ha demostrado que 
la destruccion de las neuronas noradrenérgicas centrales reduce el 
numéro de receptores opiaceos en la corteza cerebral y cerebelosa 
(1 6 4), y de receptores muscarinicos en el estriado y en la region 
mesolimbica (I6 5 ).
Pero los resultados obtenidos por lesiones de vias nerviosas 
han sido negativos en aquellos casos en que el transmisor inhibe su 
propia liberacion mediante receptores presinâpticos. De esta forma, 
aunque las drogas muscarinicas inhiben la liberacion de acetilcoli­
na en el hipocampo ( I66 ) cuando se destrye las vias colinérgicas 
que van del septo al hipocampo no se observa reduccion en el numé­
ro de receptores muscarinicos del hipocampo (167). De la misma mane 
ra, las lesiones de los tractos dopaminérgicos nigro-estriatales, 
no reduce el niimero de sitios dopaminérgicos del cuerpo estriado 
(1 6 8). En el caso del receptor a-adrenérgico, la destruccion de las 
neuronas noradrenérgicas produce un ligero aumento del numéro de re 
ceptores a-adrenérgicos en las regiones innervadas (l69,170). Sin 
embargo, estos datos negativos no demuestran la ausencia de recep­
tores presinâpticos, puesto que estos receptores podrian ser cuan- 
titat1vamente minoritarios a pesar de su importante funcion. Por 
otra parte, los métodos en los que se utilizan las lesiones tienen 
el inconveniente^de que una reduccion substancial de los receptores
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presinâpticos puede quedar contrarrestadâ por un aumento,en los si­
tios postsinâpticos a causa de la supersensibilldad (aumento de re­
ceptores) producida por la denervacidn (171). • .
Enfoaue bioauimico para el estudio de receptores pre- v 
postsinâpticos - Obletivos v hallazgos
Con el fin de obtener una demostracién mâs directe de la lo 
calizacion pre- y postsinâptica de receptores centrales, desarrolla 
mos una metodologia basada en los estudios antericres de De Rober- 
tis y col. (120). En la misma se aproveclia la solubilizacion selec­
tive de la membrana presinâptica producida por el tratamiento suave 
con detergente. Cuando los sinaptosomas aislados de cerebto se so-, 
meten a un choque osmotico, se obtienen las membranas sinaptosoma- 
ies (119) (Fig. 1). Si se tratan estas membranas con Triton X-lOO
0.1-0.2$, se disuelve la mayor parte de la membrana presinâptica 
quedando Intacta la membrana postsinâptica (Fig. 1). Esto pudo de­
mostrarse mediante la microscopia electronica de las fracciones de 
membranas antes y después de la accién del detergente (172). Des­
pués de este tratamiento, la unién de agentes nicotinicos como la 
(^^C)-dimetil-d-tubocurarina (f^^C)-DMTC) y el ( )-dimetil hexa 
metonio, se concentré en las membranas postsinâpticas (120). Sin em 
bargo, ciertas actividades enzimâticas unidas a las membranas, como 
la ATPasa (Na^jK^) y la acetîlcolinesterasa, se redugeron conside- 
rablemente, sugeriendo que tienen una localizacién preferentemen­
te presinâptica.
En nuestro trabjo hemos utilizado la (^H)-dihidroergocriptl- 
na ((^H)-DHE), la ( )-naloxona y el (^H)-bencilato de quinuclidinq 
((^H)-QNB) para marcar resoectivamente los receptores a-adrenérgi-
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eOMPLEJO
SINAPTICO
Figura 1.- Diagrama basado en las observaciones con el m% 
croscopio electronico. En él se muestra los sinaptosomas aisla­
dos, la membrana sinaptosomal(obtenida después del choque osmdti, 
co) y el complejo sinaptico (obtenido después del tratamiento 
con Triton X-100 0.1-0.2^). También se indica la probable locali. 
zacion de los receptores pre- y postsinâpticos
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COS, opiaceos y muscarinicos en las membranas sinaptosomales aisla­
das, y, determinar la localizacién de estos receptores en la sinap- 
sis. Durante el curso de- estos trabajos hemos llevado a cabo una se 
rie de estudios sobre la union de estas drogas a las membranas. Al 
estudiar la accion de los detergentes sobre la union, encontramos 
que, dependiendo de la concentracion, pueden aumentar o disminuir 
la union de las drogas a los receptores, pero todos ellos tienen 
una accion inhibitoria a concentraciones que pueden disolver la mem 
brana presinâptica- Sin embargo '^ . una vez formado el complejo 
droga-receptor, este es estable a la accion de los detergentes. Por 
este motivo, llevamos a cabo la disoluciôn de la membrana oresinâo 
tica después de la union de las drogas radioactî vas a las membra­
nas .
Mediante este orocedimiento, se demostro que la union espe­
cifica de *'C)-DMTC por unidad de masa de proteinas aumentaba al disolver- 
se la membrana presinâptica, lo que confirma la union preferente­
mente postsinâptica de esta droga. Por el contrario, la union de
(^H)-naloxona y )-QPJB se reducian por este tratamiento. 
Estos resultados pueden interpretarse suponiendo la presencia de r^ 
ceptores a-adrenérgicos, opiaceos y muscarinicos tanto en la pre- 
como en la postsinâpsis, mientras que los receptores nicotinicos 
tienen una localizacién fundamentalmente postsinâptica.
El hecho de que al complejo ligando-receptor fuera estable 
a la accién del detergente nos hizo pensar en la posibilidad de pro 
teger el receotor mediante la unién de un ligando especifico. La 
proteccién mediante ligandos ha sido muy empleada en farmacologia 
clâsica oara diferenciar cada uno de los distintos receptores que
33
■se encuentran en un tejido (173,174). De esta forma, la atropina 
se usé para protéger el receptor muscarinico del intestino de la aç, 
ciôn de la dibenamina, con lo que se blcquearon todos los recepto­
res de este tejido menos los muscarinicos (175,176).
Para protéger el receptor muscarinico de las membranas sinao 
tosomales de la accion desnaturalizante del Triton X-100, utiliza- 
mos una estrategia similar, y encontramos que la accion del deter­
gente podia ser contrarrestada mediante la proteccién del receptor 
con atropina. La proteccién producida por otras drogas colinérgicas 
fue menos efectiva. Al mismo tiempo, se observé que la accién del 
detergente podia ser reversible o irreversible dependiendo de su 
concentracién.
Por otra parte, los efectos que producen los detergentes so­
bre los neurorreceptores nos llevaron a estudiar la accién de otras 
drogas relacionadas con ellos y que tienen importancia terapéutica: 
los anestésicos locales. Como anestésico local se define una droga 
que, al ser aplicada directamente sobre un musculo o célula nervio­
sa, produce un bloqueo reversible del potencial de accién.En este 
sentido, una gran variedad de compuestos liposolubles como las ami- 
nas anestésicas, tranquilizantes, anticonvulsivantes, detergentes 
etc., que pueden abolir el potencial de accién de la membrana exci­
table actuando principalmente sobre la conduccién del sodio, se di­
ce que tienen accién anestésica (177).
Asi como los detergentes producen efecto anestésico, los 
anestésicos tienen una accién tipo detergente, dado que aumentan la 
fluidez o desorden tanto en las membranas modelo (178,17*7), como en 
las biolégicas (180,181). De esta forma, los anestésicos alteran
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las interacciones lipido-oroteina en diversas membranas (181), lo 
que modifica las propiedades cineticas de las enzimas de membrana 
(1 8 2,1 8 3). Por otra oarte, encontramos que el efecto de los deter­
gentes sobre los neurorreceptores es similar al que tienen los anes 
tésicos.
La accion de los anestésicos ha sido estudiada en los sis be­
rnas colinérgi cos nicotinicos de la electroplaca y la ujiion mioneu- 
ral (184-187). También se ha demostrado que los anestésicos locales 
pueden inhibir en el sistema nervioso central los receptores ni cot_i 
ni cos (1 88), los opiaceos (189,190), los a-adrenérgicos (191) y los 
muscarinicos (191); asi como los muscarinicos de musculo cardiaco 
(1 9 2) y de las neuronas en cultivo (193)- En los receptores nicoti­
nicos, parece ser que los anestésicos actüan sobre el ionoforo aso- 
ciado al receptor (187,194), pero en los otros receptores el meca­
nismo de accion es menos conocido.
Uno de los problemas sobre la inhibicion producida en los re 
ceptores muscarinicos por los anestésicos era si éstos interaccio- 
nan directa o i nd-'rectamente con el sitio receptor (191,193). Para 
aclarar este nroblema, estudiamos el efecto de los anestésicos loc£ 
les procaina, tetracaina y dibucaina, asi como el de las drogas adre 
nérgicas propranolol y fentolamina (que también tienen accion anes­
tésica) sobre los recentores muscarinicos de las membranas sinapto­
somales. Comprobamos que todas estas drogas a concentraciones micro 
molares inhiben la union de (^H)-QNB a las membranas sinaptosomales. 
Las caracteristicas de esta inhibicion varian con la concentracion 
de anestésico pudiendo aparecer como competitive o no-competitiva, 
pero en ni gun caso se présenta coopérât i vida d entre la union de ane_s
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tésicos y de (^H)-QNB, Al mismo tiempo, comprobamos que los anesté­
sicos locales, a diferencia de los ligandos muscarinicos, no prote- 
gen al receotor de la accién deleterea del Triton X-100. Estos re­
sultados sugieren que los anestésicos locales no actüan directamen­
te sobre el receptor muscarinico, sino mas bien sobre un sitio rela 
cionado con el mismo.
De esta forma, se han estudiado diversos aspectos de los neu 
rorreceptores en el sistema nervioso central como sù localizacién 
en las membranas sinaptosomales,.y la modificacién de sus propieda­
des por diversas drogas que alteran el estado de las membranas.
( I l - MATERIALES Y METODOS
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En este caDi tulo se describirân los métodos générales emole. 
ados en ésta Tesis. Estos métodos comnrenden desde la recolecciôn 
del material y el fraccionamiento subcelular oara aislar las membra 
nas sinaotosomales (Fig. l), hasta el uso de ligandos radioactivos 
especifi COS oara detectar los diversos recentores nre- y nostsinân- 
ticos. También se describirân las técnicas utilizadas para la nroteç. 
cién del receptor muscarinico, y para estudiar el efecto de anesté­
sicos locales y otras drogas sobre la fijacion de ligandos a este 
receptor (vease Introduccion).
1. Fraccionamiento subcelular
Para la separacion de las membranas del sinaptosoma se si- 
guio la técnica descrita por De Robertis y col. (119). Todos sus 
pasos se llevaron a cabo a 4 °C, utilizando disoluciones a las que 
se agrégé fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidor 
de nroteasas.
a) De acuerdo al receotor estudiado, se disecé la corteza 
cerebral o los nûcleos basales de cerebro de gato.
b ) Homogeneizacién
Se homogeneizô en sacarosa 0.32 M y- al 10^ (Por eiemnlo 10g 
de tejido en 100 mL). 'Para la homogeneizacién se utilizé un Potter 
de vidrio con vastago de teflén, y la misma se hizo en très perio 
dos de 1 minute con uno de intervalo.
c) Separacién de nûcleos
F.i homcgeneizado se centrifugé en un rotor Sorvall SS-34 a 
2 7 5 Ç rpm durante 10 minutes. Se decanté y se guardé el sobrenadan- 
te. El sedimento, que contiens principalmente los nûcleos (fraccién
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nuclear) se resuspendio en sacarosa 0.32 M al 30^ (30 mL de sacaro- 
sa por 10 g de tejido original se rehomogeneizô y centrifugé como 
anteriormente, guardando el sobranadante. La fraccion nuclear se la_ 
v6 al 50% en sacarosa y centrifugé nuevamente. Los sedimentos se 
descartaron y Los sobrenadantes se reunieron.
d) Separacion de la fraccion mitocondrial
Los sobrenadantes reunidos se centrifugaron a 9750 rpm duran 
te 20 minutes. Se descadé el sobrenadante y se recogieron los sedi­
mentos. Estos se reomogeneizaron en 20 ml de sacarosa y se repitié 
la centrifugacion descartandose el sobrenadante. El sedimento co­
rresponde a la fraccion mitocondrial cruda (Mit) que contiene si- 
naptosomas, mielina y mitocondrias (119).
e ) Choque osmético de los sinaptosomas
Con el fin de obtener las membranas sinaotosomales,.se resus 
pendié la fraccion Mi t en 120 ni de agua destilada con PMSF 10 
por cada 10 g de tejido original, y se homogeneizé durante 1 minu­
te. Después de 10 minutes a 0® C, se centrifugé a 13000 rpm duran­
te 30 minutes en un rotor Sorvall 58-34.
El sedimento (M^) fue separado y en algunos casos utilizado 
para los experimentos de fijacién de drogas. Esta fraccién contie­
ne, ademâs de las membranas sinaptosomales, mielina y mitocondrias.
f) Aislamiento de las membranas sinaptosomales
Con el fin de separar las membranas sinaptosomales de los 
otros componentes de la fraccién , se prepararon gradientes de 12 
mL de sacarosa 1.20M y otros 12 de 0.Ô2M en tubes de rotor Spinco 
Sw25. Sobre este gradients se coloc.aron 5 ml de un homogeneizado de 
en sacarosa 0.32 M.
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Los gradientes se centrifugaron en el rotor Sw 25 a 25 000 
rpm durante 90 minutes. Después de esta centrifugacion, la mielina 
queda sobre la sacarosa 0.82 M, las membranas sinaptosomales sobre 
la 1.2 M, y las mitocondrias van al fondo del tubo. Con una pipeta 
Payeur se saca primero la mielina y luego las membranas sinaptoso­
males .
Las membranas sinaptosomales separadas del gradiente, se di- 
luyeron 6 veces en agua destilada con PMSF 10“^ M y se centrifuga­
ron en un rotor Spinco 30 a 25 000 rpm durante 30 minutes. Los se- 
ilLinentos que se obtienen se guardaron a -20® C has ta su use.
2. Microscopia electrônica de las fràcciones subcelulares 
Se siguid el procedimiento de Mattson y 0 'Brian (195)- Las 
membranas frescas se lavan con sacarosa 0.32 M y se fijan con glu- 
taraldehido al 6% en tampon cacodilato sddico OIM pH=7.4, durante 
90 minutes a 0® C. El precipitado se lava con sacarosa al 6% en ca­
codilato sddico 0.1 M, y se fijan con OsO^ en el mismo disolvente 
durante 20 minutes
La deshidratacidn se lleva a cabo a 0° C con los siguientes
pasos:
1. Etancl al 30% 2 veces 10 minutes
2. " '' 30 "
3 . " " 7 ^ 30
4. " " 7 ^ 12 "
5. " " 90-0 30 "
6 . " " 100% 30 "
En el paso 4 se realiza el contraste
4o
uranilo al 2% en acetona al 70%. Los bloques se pusieron en ôxido 
de propileno con dos csmbios durante 10 minutes. Para la inclusiôn 
final, los bloques se pOnen en epon al 100% y se realiza la politne-
rizacion en estufa durante 48 horas a 60° C.
Los bloques se cortaron con un ultramicrotomos Sorvall, y los
certes se tinieron con acetate de uranilo.
3. Détermina cior de proteinas
Se realize siguiendo el procedimiento de Lowry y col. (196), 
modi f ica do para valorar cantidades del orden de los rnicrogramos.
a) Réactivés:
A. Na^CO^ al 2% en NaOH 0'. 1 M
B. Citrate sddico al 1% en CuSO^ .5H2O 0,5 M
C. 1 mil, de reactive B mezclado con 50 ml de reactive A. Debe 
ser preparado poco antes de su empleo.
D. Reactivo Folin-Ciocalteau (reactive comercial) diluido con 
agua hasta dar una concentracidn de IN en acide. Debe prepararse in 
mediatamente antes de su empleo.
b) Método
Mezclar 0.1 ml de muestra con 1 ml de reactivo C. Dejar 10 
minutes a temperatura ambiante. Anadir 0,1 ml de reactivo D, agitar 
y dejar en ausencia de luz. Después de un intervalo de media a dos 
horas, la lectura se realiza a 750 nm.
c) Curva patron
La curva oatrdn se confecciond con albûmina bovina a las con 
centraciones de 0 ,2 , 0 .4 , 0.6 , 0 .8 y 1 .0  mg/ml, haciendo très de- 
terminaciones de cada concentracidn y tomando el valor promedio.
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d) Modificaciones
Cuando las muestras de proteinas estaban muy diluidas se em 
pied hasta 0.3 mi de muestra por ensayo, y las disoluciones patron 
se llevaron al mismo volumen con agua destilada.
En las determinaciones de proteinas en presencia de detergen 
tes no-idnicos, el reactivo C se llevd al 3% en SDS para evitar la 
precipitacidn de estos detergentes.
4- Union de (^H)-DHE a las membranas sinaptosomales
Para estudiar la union de (^H)-DHE a las membranas sinapto­
somales puras, se siguid el procedimiento que describieron Green­
berg y Snyder para homoge-neizados totales de cerebro (198), intro- 
duciendo algunas modificaciones:
a) Antes de cada ensayo de union, las membranas sinaptoso­
males se incuban con fosfato de iproniacida 1 pM durante 15 minu­
tes a 25 °C, para inhibir cualquier actividad residual de monoami- 
noxidasa.
b) En cada ensayo se utilizd una cantidad de membranas equj. 
valante a 0.1 mg de proteina resuspendidas en 1 Æ  de una disolu- 
cidn acuosa de pirocatecol 50 mM, âcido ascdrbico 0.8%, EDTA 5 mfi 
y ditiotreitol 0.5 mM. Luego se pueden agregar también los inhibi- 
dores en un volumen maximo de 10 p-1.
c) Se incuba en la oscuridad a 25 °C durante 10 minutes en 
un bano Durnoff con agitacion. Se adiciona la (^H)-DHE (10-20 pi ) 
y se continua la incubacion en las mismas condiciones durante 60 
minutes .
d) A fin de detener la reacciôn, se colocan los tubes en
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hielo y se anade 3 ml de tampon frio.
e) Las membranas se filtran a través de filtres GF/C (What­
man) en bajo vacio y se lavan 3 veces con 5 ml de tampon frio que 
contiene acido ascdrbico 0.1% y pirocatecol I iJtiM'.
f) Los filtros se colocan en viales, se les anade 6 ml de 
metilcelosolve al 30% en PPO al 1% en tolueno y se cuentan en un 
contador de centelleo liquide.
g) La unidn especifica se determind como la diferencia de 
radioactividad entre la unidn total a las membranas y experimentos 
idénticos pero en presencia de ( - )norepinefrina 0.1 mî>l.(199).
5. Unidn de (^H)-naloxona a las membranas sinaptosomales
Se siguid el procedimiento de Squires y Braestrup (200) con 
ligeras modificaciones:
a) Se suspenden las membranas sinaptosomales en tampdn Tris- 
HCl 50 mM, pH 7-4 en una proporcidn de 0.l6 mg de proteina por mL
de tampdn. Para cada ensayo se utiliza 0.5 ml de esta suspension.
b) Ahadir 5 P-1 de morfina 40 mM a las membranas destinadas 
para blancos de union inespecificas. De esta forma, la concentra 
cidn final de morfina es 40 M-M.
c) Las membranas con o'sin morfina se incuban a 37 ®C duran 
te 15 minutes en un bano Durnoff con agitacidn. Agregar la. (^H )-na 
loxona en un volumen de 5 a 10 pl, en concentraclones taies que se 
cubra un rango de concentraclones finales entre 1 y 60 nM, y se 
vuelve a incubar en las mismas condiciones durante 15 minutes.
d ) Se detiene la reacciôn colocando las muestras en hielo 
durante 15 minutes.
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e) El contenido de cada tubo se filtra a través de filtros 
'Afhatman GF/C con bajo vacio y los filtros se lavan 3 veces con 7 
ml de tampon de incubacion a 0 ®C.
f) Los filtros’se colocan en viales a los que se anadiô 6 
ml de metilcelosolve al 30% en PPO al 1% en tolueno y se cuentan 
en un contador de centelleo liquido.
g) Los ensayos se realizaron por triplicado y se considéré 
como union especifica,' la dif erencia de radioactividad entre las 
muestras incubadas en ausencia de morfina y las muestras incuba- 
das con morfina. 40 KM. La union inespecif ica fue alrededor de un 
30% de la union total.
6) Union de (^H)-QNB a las membranas sinaptosomales
Se siguid el procedimiento descrito por Yamamura y Snyder 
para homogeneizados totales de cerebro (201) introduciendo algunas 
modificaciones:
a) Se suspenden las membranas sinaptosomales en tampdn
hë/K PO^ 50 mM (Na^HPO^ HO.S mM y KH^ PO^  ^19.5 nM) pH 7.4 en una pro
porcidn de O.O5 mg de proteina por ml de tampdn. Por cada ensayo 
se utilizan 2 ml de esta suspensidn.
b) Se agrega 10 Kl de suifato de atropina 1 mM a las mues­
tras destinadas para blancos de cuentas inespecif icas. La concentrai 
cidn final del inhibidor es 5 KM.
c ) Las muestras son incubadas durante 15 minutos a 25 °C en 
un bano Durnoff con agitacidn y se agrega la (^H)-QNB en un volu­
men de 5 3 10 Kl de etano1 absoluto a concentraclones tales que se 
cubra un rango de concentraciones finales entre 0.1 y 2.0 nM. La
44
incubacion se continua durante 45 minutos en las mismas condicio­
nes . .
d) La reacciôn se detuvo colocando las muestras en hielo y 
anadiendo 3 ml de tampon frio. El contenido de cada tubo se fil­
tra. a través de filtros Whatman GF/B, y el filtro se lava très ve,
ces con 5 ml de tampon frio.
e) Cada filtro se coloca en un vial al que se anade 6 mL 
de metilcelosolve al 30% en PPO al 1% en tolueno y se cuenta en 
un contador de centelleo liquido.
f) Los ensayos se realizaron por triplicado y se considé­
ré como union especifica la diferencia de radioactividad entre 
las muestras incubadas en ausencia de atropina y las incubadas en 
presencia de atropina.
7. Unién de (^^C)-DMTC a. las membranas sinaptosomales
Se realiza en las mismas condiciones utilizadas para la
(^H)-QNB, pero con una concentracién ünica de .(^^G)-DMTC (=0.5 KM] 
Como blancos se tomaron muestras preincubadas con DMTC fria a 
1 'mM de concentracién final.
8. Accién de los detergentes sobre la unién de (^H)-DHE,
(^H)-naloxona v (^H)-QNB a las membranas sinaptosomales
Con el fin de determiner la accién de los detergentes so­
bre la unién especifica de estas drogas se utilizé Triton X-100, 
Monidet P-40, dsoxicolato y digitonina a concentraciones entre 
10 ^y 10 ^% (w/v). El ensayo de unién se lleva a cabo con cada . 
droga como se indica anteriormente, pero anadiendo la misma can-
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tidad de detergente a las muestras expérimentales y a los blancos 
con inhibidor.La concentracidn de droga radioactive fue constan­
te en estos ensayos ( (^H)-DHE=>, 6 nM, (^H )-naloxona= 10 nM 
(^H)-QNB=0.9 nM).
9 . Aislamiento de los comoleios sinapticos
Tal como se menciond en la Introduccidn, el tratamiento de 
las membranas sinaptosomales' aisladas con Triton X-100 0.1-0.2% 
produce la désintégréeion preferencial de la membrane presinapti- 
cn aislandose los complejos sinapticos. Dado que las concentra­
ciones de detergente necesarias para separar estos complejos si­
napticos inactivan la unidn de las distintas drogas (ver résulta 
dos), se aplicd el tratamiento con detergente después de marcar 
las membranes con los distintos ligandos radioactives :
a) Las membranas sinaptosomales (en una concentracidn de
0.1 mg de proteina por ml) se sometieron a los distintos ensayos 
de unidn descritos anteriormente pero sin filtracidn, y utilizan- 
do una concentracidn fija de droga radioactiva ((^H)-DHE= 6 nM, 
(^H)-naloxona= 10 nM y (^H)-QNB=1.4 nM). A1 final del periodo de 
incubacion las membranas se centrifugaron a 100 OOOxg durante 60 
minutos.
b) Los sedimentos se lavaron dos veces superficialmente 
con agua destilada, se resuspendieron en el tampdn de incubacidn 
y se centrifugaron de nuevo a 100 OOOxg durante 1 hora. Este pro- 
ceso se repitid una vez mas para eliminar la radioactividad libre
c ) Después del marcaje de las membranas, los complejos si­
napticos se separaron por el procedimiento de Fiszer y De Rober-
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tis (1 7 2). Las membranas sinaptosomales a una concentracidn de 
2 mg de proteina por nl. se trataron durante 10 minutos a 0 ®C 
con Triton X-100 0.1-0s2%, y se centrifugaron a 100 OOOxg duran­
te 1 hora.
d) En otros experimentos las membranas se sometieron a un 
tratamiento mas drastico con Triton X-100 0.5%, NaHCOg 0.5 M, aa 
carosa O .32 M en tampdn Tris-HCl 6 mM pH 8.1, durante 15 minutos 
a 0 °C con agitacidn intermitente. Este tratamiento disuelve las 
membranas pre- y postsinapticas dejando intactas las densidades 
po.'îtsinapticas (202).
e) Para valorar proteinas y determiner la radioactividad 
se tomaron alicuotas por triplicado de las membranas no tratadas 
con Triton X-100 (contrôles) y de las tratadas con detergente.
f) En todos los casos la unidn especifica se determind por 
diferencia con blancos incubados en presencia de inhibidores es­
pecif icos a las concentraciones indicadas anteriormente.
10. Experimentos de proteccidn
La proteccidn del receptor rauscarinico de la accidn desna 
turalizante del Triton X-100 se realizd por el siguiente procedi­
miento :
a) Las membranas sinaptosomales (4 mg de proteina por ml 
de suspensidn) se preincubaron en presencia de sulfato de atropj, 
na 2 .5 d 10 M-M a 25 ®C durante 15 minutos en tampon Na/K PO^ 50 
mM, pH 7 .4 .
b) Después de esta incubacidn, la suspensidn se enfrid en 
un bano de hielo y se diluyd al doble con el tampdn conteniendo
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una concenti'acion de Triton X-100 dos veces superior a la concen 
tracion final de cfcergente que se deseaba. De esta forma, duran-- 
te el tratamiento con’Triton X-100 la suspension de membranas era 
de 2 mg de proteina por m l . Se.mantiene la suspension en presen­
cia. de detergente durante 10 minutos a 0 °C.
c) Las membranas se centrifugaron a 100 OOOxg durante 30 
minutos. Luego se lavo dos veces la superficie del sedimanto con 
agua destilada, se resuspendio en tampon y se centrifuge de nue­
vo. Este procedimiento de lavado se repitid una vez mas para eli­
minar el detergente y l a  atropina.
- d) Se llevaron contrôles de membranas tratadas sdlo con
atropina o detergente, y de membranas sin ningûn tratamiento.
Para protéger el receptor también se emplearon otras dro­
gas colinérgicas. Estos experimentos se realizaron a concentracio 
nés fijas de atropina (=2.5 H-M) y de Triton X-100 (=0.1%).
Para determiner si los anestésicos protegian los sitios r_e 
ceptores en las membranas sinaptosomales cruda s , se siguid el mi_s 
mo esquema experimental utilizando anestésicos a la concentracidn 
500 k m y Triton X-100 a 0.2%.
En todos los casos, la unidn de (^H)-QNB a las membranas
se midid como se indica anteriormente, a la concentracidn 0.9 nM.
11. Efecto de los anestésicos sobre la unidn de (^H)-QHB 
a las membranas sinaptosomales crudas 
Para determinar el efecto de estas drogas sobi-e la unidn 
de (^H)-QMB, las membranas sinaptosomales crudas se suspendieron 
en tampdn K/Na PO^ 50 mM, pH 7.4 a una. concentracidn de proteinas
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de 0.1 mg/mJ., se adicionaron los anestésicos a la concentracidn 
deseada y el ensayo de unidn con (^H)-QNB se llevd a cabo como se 
indicd anteriormente.
12. Productos ouimicos
Las drogas frias utilizadas en los ensayos de unidn fueron:
sulfato de atropina (Mann Research Lab. Inc.), (+) propranolol
(Ayest), fenoxibenzamina (Smith, Kline and French), serotonina, 
dopamina, (-)norepinefrina, dimetil-d-tubocurarina, procaina, te­
trad na y dibucaina (Sigma). Las drogas radioactivas: (^H)-DHE 
21 Ci/mmol) y (^^C)-IX1TC (94-7 mCi/mmol) de Amer sham, (^H)-naloxo 
na (8.23 Ci/mmol) y ('^H)-QNB (29.4 Ci/mmol) de New England Nuclear.
Los detergentes utilizados : Triton X-100 y dœxicolato sd­
dico (Sigma), digitonina (Biochem) y Nonidet P-40 (BDH Ltd.).
Las demas drogas y réactives se utilizaron en grado anali-
tico.
IV-RESULTADOS
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En el présente capitulo se describirâ de forma ordenada la 
serie de resultados expérimentales sobre los neurorreceptores cen 
traies que constituyen la parte original de la présente Tesis.
Como se menciono en la Introduccidn, estos resultados per- 
miten postuler la localizacidn pre- y postsinaptica de los recep- 
tores a-adrenérgicos, opiâceos y colinérgicos muscariniccs centra 
les, asi como la preferente localizacidn postsinaptica de los re- 
ceptores colinérgicos nicotinicos. También se muestran aspectos 
originales acerca de la accidn de los detergentes, los anestési­
cos locales y otras drogas sobre los receptores,-y demuestran que 
es posible protéger a ciertos receptores mediapte ligandos espe­
cif icos .
1. Caraeteristicas de los receptores a-adrenérgicos 
centrales
El estudio del receptor a-adrenérgico central se realizd 
utilizando el antagoniste especifico (^H)-DHE que se fija de for­
ma compétitive tanto a receptores pre- como postsinapticos.
La fijacidn especifica a las membranas sinaptosomales de 
los nucleos basales del gato, en el rango 0,1-6.0 nM de (^H)-DHE, 
resultd en una curva hiperbdlica que satura entre -4y6 nM (Fig.2A).
La représentacidn de Scatchard confirmd la existencia de 
una sola clase de sitios de unidn con una constante de—disocia- 
cidn K^=3.7 nM, y un numéro maximo de sitios de unidn Bmax=1000 
pmol/g de proteina (Fig.2B) (203 ). Por otra parte, se dernostrd 
que no existe coopérâtividad entre los sitios de unidn, pues el 
numéro de Hill (204) es Np^=0.95 (Fig. 2C), es decir, prdximo a la 
unidad.
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Figura 2 . -  Union de la ( H)-DHE a las membranas sinaptoso­
males de los nucleos basales del gato. Las membranas sinaptosoma­
les (0.1 mg de proteina por ml)se incubaron con (^H)-DHE 0.1 a 6.0 
nM y se filtraron como se indica en Métodos. Solamente se represen 
ta la 'union especifica. Los ensayos se llevaron a cabo por tripli­
cado con una variacion menor del 10^; cada punto es el promedio de 
dos experimentos separados.
A, curva de saturacion; B, representacioh de Scatchard;C , 
representacidn de Hill de los mismos experimentos.
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Se hicieron experimentos para demostrar la especificidad 
de la union de la (^H)-DHE a los a-adrenorreceptores, tal como 
se muestra en la Fig. J y en la Tabla I. La fenoxibenzamina es 
la droga que desplaza mas fuertemente la union de la (^H)-DHE, 
seguida de la fentolamina y la (-)norepinefrina (Fig. 3A). Las 
constantes de inhibicion de estas drogas son respectivamente 7, 
l6 y 787 nM (Tabla I). En la Figura 3B, se muestra el efecto que 
sobre la union de (^H)-DHE, tienen otras drogas no-a-adrenérgicas 
(+)propranolol, serotonina, y dopamina. Estas drogas tienen un 
efecto pequeno en el desplazamiento de (^H)-DHE, y sus constan­
tes de inhibicion son 6 000, l6 000 y 55 000 nM respectivamente. 
La Tabla I también muestra las IC^Q de todas estas drogas en la 
inhibicion de la union de la (^H)-DHE.
Estos resultados confirman la especificidad de la union 
de la (^H)-DHE a los receptores a-adrenérgicos y demuestran que, 
en el rango de concentraciones utilizadas, no hay fijacidn de es­
ta droga a receptores serotoninérgicos y dopaminérgicos.
2. Caracteristicas de los receptores a los oniaceos
El estudio de los receptores a los opiaceos se realizd utj^  
lizando el antagonists especifico (^H)-naloxona que se fija fuér- 
temente al sitio receptor. La fijacidn especifica a las membranas 
sinaptosomales de los nucleos basales del gato dernostrd la exis­
tencia de dos sitios que se saturan a diferente concentracidn 
(Fig. 4). Hay un sitio de alta afinidad que satura a .8-10 nM y 
otro de menor afinidad que satura a 32-40 nM de ( ) -naloxona.
El analisis de Scatchard corrobora que hay dos sitios dis-
53
o'
O
z
3
100
50
9 7 5 3 9 7 5 3
-LOG (d r o g a ) (M)
Figura 3*- Inhibicion de la union de ( H)-DHE a las mem­
branas sinaptosomales de los^nucleos basales del gato por dife-^ 
rentes drogas. La union de ( H)-DHE se realize a la concentracidn 
de 1 nM en presencia de las distintas drogas. Los puntos son las 
médias de très experimentos realizados por triplicado con una va 
riacidn menor del 15/^ > A, fenoxibenzamina (a—û), fentolamina 
(A-A ) y (- )norepinefrina (■“•). B, (+)propranolol (♦-»*),serotoni, 
na (0-0 ) y dopamina (♦-♦). Se considero el 100^ la diferencia en 
tre la radioactividad obtenida en los contrôles sin inhibidor y 
la obtenida en presencia de (-)norepinefrina 0.1 mM.
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TABLA I
IC^Q Y K^DE LAS DISTINTAS DROGAS SOBRE'LA UNION DE 
(^H)-DHE A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES .
Droga IC50 (nM) K. (nM)
Fenoxibenzamina 9 7
Fentolamina 20 16
(-)Norepinefrina 1 000 789
Dopamina 70 000 55 000
Serotonina 20 000 16 000
(+)Propranolol 7 000 6 . 000
Las 1 0 se obtuvieron de las curvas de desplazamiento 
ilustradas en^Ia Fig. 3 . La K. se calcul6 mediante la siguiente 
ecuacion:
IC-Q, concentracidn de droga que desplaza el de la union espe 
ciiica de )-DHE, K,, constante de disociacion de la droga ra­
dioactiva calculada mediante la representacidn de Scatchard (Fig. 
2 ) ,  [(^H)-DHE) - 1 nM.
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Figura 4*- Union de (^H)-naloxona a las membranas sinapto­
somales de los ganglios basales del gato. Los ensayos de unidn se 
realizaron como se indica en Métodos. A.^curva de saturacion de 
la unidn especifica entre 1 y 60 nM de )-naloxona. La curva 
muestra tendencia a saturar a dos niveles. En el interior, la re­
presentacidn de Scatchard muestra la K, y la B para los sitios 
de alta y baja afinidad. B, representacidn de h i xI de los sitios 
de alta afinidad con N^- 1.01, C, representacidn de Hill de los s% 
tios de baja afinidad con Nj,= 0.S6. Cada punto de la curva repre*- 
senta el promedio de dos experimentos realizados por triplicado 
con una variacidn menor del 10^.
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tintos de union de ( )-naloxona a las membranas. El sitio de al 
ta afinidad tiene una constante de disociacion .7 nM y una
Bm'xi'^Ç pmol/g de proteina (Fig. 4A interior). La representacidn 
de Hill de los sitios de alta afinidad da un numéro de Hill igual 
a 1.01 (Fig. 4B), lo que sugiere que no hay cooperatividad entre 
los sitios de alta afinidad. Los sitios de baja afinidad dieron
El coeficiente de Hill N^=0.86, también sugiere ausencia de coo­
peratividad en los sitios de baja afinidad (Fig. 40).
i.^ 2=35 nM y B^g^g=224 pmoles/g de proteina (Fig. 4A interior)
3. Caracteristicas de los receptores colinérgicos 
muscarinicos
Para el estudio de los receptores muscarinicos centrales 
se utilizo el antagonists especifico (^H)-QNB. La union de la 
(^H)-QNB se midio en un rango de droga radioactiva libre entre 
0.1 y 2.0 nM (Fig. 5). La curva de saturacion es hiperbdlica y la 
meseta se alcanza entre 0.8 y 1.0 riM de droga radioactiva libre 
(Fig. 5A). La representacidn de Scatchard indica un ûnico tipo de 
sitios de unidn con K^-O .34 nM y B^^^= 2.2 nmol/g de proteina 
(Fig. 5B). El numéro de Hill es N^=l.01, lo que confirma que hay 
un sdlo tipo de sitios de unidn que ademas son independientes 
(Fig. 50).
Oon la fraccidn de membranas sinaptosomales crudas M^  ^ (vea, 
se Métodos), se obtuvo una constante de disociacidn K^=0.25 nM 
(Fig. 6C), es decir, ligeramente mas baja que la obtenida con las 
membranas mas purificadas. Esta variacidn puede deberse a la dis­
tinta. concentracidn de receptor empleada, puesto que la cal eu-
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Figura 5-- Union de la ( H)-QNB a las membranas sinaptoso 
males de la corteza cerebral de gato. Las membranas sinaptosoma­
les (0.05 mg por ni ) se incubaron con ( H)-QNB entre 0.1 y 2.0 nî'! 
y se filtraron como se indica en Métodos. Los ensayos se realiza­
ron por triplicado y solamente se représenta la union especifica. 
Los puntos son el promedio de dos experimentos independientes con 
una variacion menor del 5^-
A, curva de saturacion, B, representacidn de Scatchard y 
C, representacidn de Hill de los mismos experimentos.
58
100
■2 50
O “
400
2.0
1.0
200
Nu = 0.89
=5 0.5
00
ü 0.0
10050
H-ONBj UNiOA 
pmol /g0.58.6 9.4 10.2
-LOG r^H-ONbJ (m )
Figura 6.- Union de la (^H)-QNB a las'membranas sinaptoso 
maies crudas de la corteza cerebral de gato. Las membranas sina£ 
tosomales crudas (0.1 mg por ml) se incubaron con ('^H)-QNB entre 
0.1 y 2.0 nM y se filtraron como se indica en Métodos. Cada pun­
to es el promedio de des experimentos separados realizados por 
triplicado con una variacion menor del 5%. Solamente se représen­
ta la unidn especifica.
A, curva de saturacion, B, representacidn de Hill, C, re­
presentacidn de Scatchard de los mismos experimentos.
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lada por la representacidn de Scatchard puede variar con la con­
centracidn de receptor (205). Sin embargo, en las membranas cru­
das la pmol/g de proteina) es mucho mas baja que en las
mas puras, lo que indica una menor concentracidn del receptor. 
Como en el caso anterior, el numéro de Hill es prdximo a la uni­
dad Nj^=0.Ô9.
4• Efecto de los detergentes sobre los receptores 
centrales
La accidn de diverses detergentes se estudid especialmen- 
te en los casos de los receptores d-adrenergicos y opiaceos. An­
tes de determinar el efecto sobre la unidn de ligandos especifi- 
cos, se anlizd la extraccidn de proteinas de las membranas sinap 
tosomale's producida por el Triton X-100 ^ y otros detergentes.
En la Tabla II se muestra la solubilizacidn producida por 
el Triton X-100 0.1 y 0.2% a 0 °C durante 10 minutos, que son
las condiciones empleadas para disolver selectivamente la membra 
na presinaptica. En estas condiciones los porcentajes de solubi­
lizacidn de proteinas son respectivamente de un 25 y un 32% con 
respecto a los contrôles sin tratar con detergente. Empleando 
Triton X-100 0.5%, para disolver también la membrana postsinaptj. 
ca, la solubilizacidn es del 45%. Por el contrario, el detergen­
te a la concentracidn de 0.01% no produce solubilizacidn signifi. 
cativa de proteina, como previamente demostraron Fiszer y De Ro- 
bertis (172).
Asi mismo, puede versé en la Tabla III que tanto el Tri­
ton X-100, como otros detergentes a la concentracidn de 0.01% no
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TABLA II
CONTENIDO PROTEIGO EN LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES 
DES PUES DEL TRATAMIENTO CON TRITON X-100 A 0 °C
Concentracidn de Proteinas no
Triton X-100 % solubilizadas %
0.01 100 ± 8 .
0.10 75 ± 5
0.20 6 8 + 5
0.50  55 +.6  .
Las membranas sinaptosomales (2 mg de proteinas por rritl)se 
incubaron con las distintas concentraciones de Triton X-100 a 
0 °C durante 10 minutos, se centrifugaron a 100 OOOxg y se lava­
ron como se indica en Métodos. Las proteinas se determinaron en 
el sedimento residual por el procedimiento de Lowry (196). El 
].00% représenta la cantidad de proteinas recuperadas en las mem­
branas sometidas al mismo tratamiento en ausencia de Triton X - 
100. Los valores son los promedios de seis experimentos separa­
dos realizados por triplicado.
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TABLA III
CONTENIDO PROTETCO EN LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES 
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON DETERGENTE A 25 °C
Triton X-100 9 7 + 2
Nonidet P-40 9 4 + 2
Desjxicolato 9 8 + 1
Digitonina 101 + 5
Las membranas sinaptosomales (0.1 mg de proteinas por ni ) 
se incubaron con los distintos detergentes a la concentracidn de 
0.01%,a 25 °C durante 60 minutos, se centrifugaron a 100 OOOxg y 
se lavaron como se indica en Métodos. Las proteinas se détermina 
ron en el sedimento residual por el procedimiento de Lowry (196*7. 
El 100% représenta la cantidad de proteinas recuperada en las 
membranas sometidas al mismo tratamiento en ausencia de detergen 
te.
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no producen solubilizacidn significative de proteinas cuando las 
membranas se incuban a 25 °C durante 60 minutos. Estos resulta­
dos sugieren que la presencia. de detergentes a concentraciones 
menores de 0.01% durante los ensayos de unidn de ligandos, no 
produce una solubilizacidn significative de receptores de las 
membranas.
Como se muestra en la Fig. 7, el Triton X-100 produce una 
inhibicidn considerable de la unidn de (^H)-DHE a las membranas, 
aun a concentraciones nuy bajas. Tanto el Triton X-100 como el 
Nonidet P-40 a concentraciones de 10 ^% producen una inhibicidn 
compléta de la unidn especifica. Como se dijo anteriormente, a 
estas concentraciones de detergente no se produce solubilizacidn 
de proteinas de la membrana (Tabla III).
También puede obsevarse en la Fig. 7 que el Nonidet P-40, 
el desDxicolato y la digitonina, a concentraciones bajas, produ­
cen una estimulacidn de la unidn especifica de (^H)-DHE. Con 
degoxicolato 10”^%, la unidn especifica aumenta un 135% con res­
pecto a los contrôles, y con la digitonina a la misma concentra­
cidn, el aumento es de un 80%. A concentraciones mas altas, tan­
to el d%)xicolato como la digitonina inhiben la unidn de (^H)-
DHE; pero el efecto no es tan marcado como en el caso del Triton
X-100 y del Nonidet P-40. De hecho, con digitonina 10 ^% todavia
hay un 60% de unidn especifica con respecto al control, y con 
deoxicolato 10~^% queda un 50%. En presencia de digitonina 10 ^%, 
hay todavia un 20% de unidn especifica, pero a esta concentracidn 
parte de la union puede haberse perdido por solubilizacidn del re 
ceptor.
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 ^ Figura ?•- Efecto de les detergentes sobre la union de 
('^H)-DHE a las membranas sinaptosomales. La union^a las merabra- 
nas (0.1 mg de proteinas por mi) se realizo con ( H)-DHE 6 nM co. 
mo se indica en Métodos. Antes del ensayo de union, las membra­
nas se incubaron a 25 **C durante 10 minuntos con los detergentes 
a las concentraciones indicadas. La linea 0 représenta la radio- 
actividad especifica de los contrôles sin detergente (632 pmol/g 
de proteinas), los valores positivos significan activacion y los 
negativos, inhibicion. Los histogramas representan los promedios 
de dos experimentos independientes realizados por triplicado, con 
una variacion menor del 1 5 % -
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Los mismos detergentes a concentraciones entre 10"^ y 
10 ^  producer un cambio significativo en la union especifica 
de (^H)-naloxona a las membranas sinaptosomales (Fig. S ) .  La di- 
gitonina y el Triton X-100 tienen un efecto inhibitorio a cual- 
quier concentracidn. En contraste, el deoxicolato y el Nonidet 
P-40 producen un incremento de la union especifica de alrededor 
del 50^ sobre el control a la concentracidn critica de 10 
Por encima y por debajo de esta concentracidn, no hay estimula- 
cidn de la unidn especifica, y a concentraciones mas altas de 
10 ^^.inhiben marcadamente la unidn. En presencia de detergente 
10 se observa sdlamente entr-e un 5 y un 2 0 % de unidn especi­
fica, pero a esta concentracidn parte de la unidn puede haberse 
perdido por solubilizacidn del receptor.
El efecto del Triton X-100 a distintas concentraciones so 
bre la unidn de (^H)-QNB se muestra en la Fig. 9* Puede observar 
se que en presencia de Triton X-100 5x10 ^ % hay ya una inhibi- 
cidn significativa de la unidn especifica. A la concentracidn 
de 10”^^, la inhibicidn de la unidn de (^H)-QNB es casi del 100^. 
Recordemos que a esta concentracidn de Triton X-100 todavia no 
hay solubilizacidn de proteinas de la membrana, tanto cuando el 
tratamiento se lleva a cabo a 0 ®C, como a 25 °C (Tablas II y 
III).
Debe hacerse notar que en todos estos experimentos- el d_e 
tergente se halla présente durante la incubacidn dé las membra­
nas con droga radioactiva.
5• Estabilidad del compleio ligando-receptor aislado
Una vez analizado el efecto de los detergentes sobre los
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-, Figura è . ~  Efecto de los detergentes sobre la union de
( H)-naloxona a las membranas sinaptosomales. Los ensayos de 
union se realizaron como se indica en Métodos utilizando ( H)- 
naloxona 10 nM, en presencia de los distintos detergentes a las 
concentraciones indicadas. El Cffo équivale al control en ausencia 
de detergente (57 pmol/g de proteinas). Los valores expérimenta 
les estan expresados como porcentajes por encima (estimulacion7 
o por debajo (inhibicion) del control. Los puntos son el prome- 
dio de dos experimentos separados realizados por triplicado, 
con una variacion maxima del 1 0%■
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Figura 9.- Efecto del Triton X-100 sobre la union de ( H) 
-QNB a las membranas sinaptosomales. La union a las membranas 
(0.05 mg de proteinas por ml') se realizo con (^H )-QNB 0.9 nM co­
mo se indica en Métodos, en presencia de las concentraciones in­
dicadas de detergente. El 100% représenta la radioactividad es­
pecifica de los contrôles en ausencia de detergente (1.73 pmol/g 
de proteinas). Los puntos son las médias de dos determinaciones 
independientes realizadas por triplicado con una variacion menor 
del 10%.
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distintos receptores, se estudio el grado de estabilidad del com 
piejo droga-receptor aislado de la membrana; dado que, para el 
estudio de la localizacion pre- y postsinâptica de estos recep­
tores, era de fundamental impbrtancia que formaran complejos 
muy-astables con sus respectives ligandos especxficos (véase mas 
adelante).
Después de realizar el marcaje de las membranas sinapto­
somales con (^H)-DHE por la técnica de centrifugacion descrita 
en Métodos, las membranas fueron sometidas al tratamiento con 
Triton X-100 0.5% a 0 ®C. La suspension de membranas en deter­
gente se dializo contra 100 volûmenes de tampon Tris-HCl 50 mM, 
pH 7 .7 . Como puede observarse en la Fig. 10, hay una considera­
ble retencion de la radioactividad dentro de la boisa de diâli- 
sis tanto en las membranas sometidas al tratamiento con detergen 
te, como en otras no sometidas a este tratamiento. Por ejemplo,
1 hora después de comenzar la dialisis no hay pérdida significa 
tiva de radioactividad ni en las membranas tratadas ni en las 
contrôles. Sin embargo, en los blancos de droga libre, dializa- 
dos en las mismas condiciones y con la misraa cantidad inicial de 
radioactividad, hay una reduccion de un 67% en la radioactivi­
dad al cabo de 1 hora de dialisis. Estos resultados sugieren que 
después de unirse la (^H)-DHE a las membranas, el complejo dro­
ga-receptor que se forma es bastante astable a la acciôn del Tri 
ton X-100.
También pudo demostrarse la estabilidad del complejo (^H) 
-naloxona-receptor. Tanto las membranas marcadas intactas, como 
las que se sometieron al tratamiento con Triton X-100 después
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f'igura 10.- Dialisis de las membranas sinaptosomales mar 
cadas con (3h)-DHE y tratadas con Triton X-100 0 . ^ % .  Las membrj, 
nas sinaptosomales se marcaron con (3h)-DHE 6 nM y la radioacti, 
vidad libre se eliminon por centrifugacion.Los sedimentos se r_e 
suspendieron y trataron con Triton X-100 0 . 5 %  (ver Métodos). La 
suspension de membranas en detergente se dializo contra 100 vo­
lûmenes de tampon de incubacidn. Membranas control sin detergen 
te (t>— 4  ; membranas tratadas con Triton X-100 {■— ■) ; (3h)-DHE 
libre (#— #).
69
100
80
p
o GO
<
û
P 40 
o 
<
O
û 20
oc
20
TIEMPO fh)
Figura 11.- Dialisis de las membranas sinaptosomales mar­
cadas con (3h )-naloxona en presencia de Triton X-100 0.5^ (•— #) 
o en ausencia de detergente (O—O ). Las membranas se marcaron con 
(3h )-naloxona 10 nM y la radioactividad libre se eliminon por cen 
trifugacion. El 100% représenta la radioactividad en el tiempo 0 
de dialisis. Experimentos similares se reslizaron con (3H)-naloxo 
na libre en presencia {■— ■) o ausencia de Triton X-100 0.5% (o— o). 
Cada punto es el promédio de dos experimentos separados realiza­
dos por triplicado
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Figura 12.- Dialisis de las membranas sinaptosomales mar­
cadas con (3h )-QNB y tratadas con Triton X-100. Las membranas si­
naptosomales se marcaron con (3h )-QNB 0.9 nM y la radioactividad 
libre se elimino por centrifugacion. Las membranas se resuspendi_e 
ron y trataron con Triton X-100 0.5^* El sobrenadante soluble de 
este tratamiento se separ6 por centrifugacion a 100 OOOxg, 1 h.
La dialisis se realizo contra 100 volumenes de tampon de incuba­
cidn. Membranas control (o-a) ; sobrenadante soluble en Triton X- 
100 0 . 5 %  (■— «); residue insoluble en Triton X-100 0 . 5 %  {•— •); (^H) 
-QNB libre fc>—o) .
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del marcaje, se dializaron contra 100 volûmenes de tampon Tris- 
HCl 50 mM, pH 7 .4 . Puede verse en la Fig. 11 que las membranas 
control y las tratadas con Triton X-100 0.5^, retienen una consi 
derable cantidad de radioactividad durante mas de 20 horas. En 
experimentos paralelos con una cantidad similar de (^H)-naloxona 
libre en presencia o ausencia de Triton X-100 0 . 5 % ,  encontramos 
que en ambos casos habia un rapido eflujo de radioactividad. Es­
tos resultados indican que el Triton X-100 no favorece la disoci^ 
cion del ligando.
En el caso del receptor muscarinico, también pudo demos­
trarse la estabilidad del complejo (^H)-QNB-receptor. Despuésdb 
marcar las membranas, una parte de ellas se sometio al tratamien 
to con Triton X-100 y se centrifugaron a 100 OOOxg durante 1 hora. 
El precipitado résultante se resuspendié en un volumen de tampon 
igual al inicial. Las membranas marcadas sin tratar con detergen 
te, el precipitado resuspendido y el sobrenadante se dializaron 
contra 100 volûmenes de tampon Na/K PO^ 50 mM, pH=7.4. Como puede 
verse en la Fig. 12, los blancos con droga libre pierden complé- 
tamente al cabo de 2.5 horas de dialisis, mientras que en los d_e 
mas casos queda retenida mas del 50^ de la. radioactividad inicial 
después de 23 horas de dialisis. Por tanto, se puede concluir que 
el complejo (^H)-QNB-receptor también es estable a la accion del 
Triton X-100.
6. Localizacion pre- v postsinâptica de receptores 
centrales
Los resultados anteriormente mencionados sobre la estabi-
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lidad de los complejos ligando-receptor, nos perraitieron realizar 
los experimentos que se describen a continuacion, en los que des­
pués de la fijacion de los ligandos a las membranas, éstas se so­
metieron al tratamiento con Triton X-100.
Como se indicé en Métodos, las membranas sinaptosomales fue 
ron sometidas a un tratamiento suave con Triton X-100 0.1 y 0 . 2 %  
que disuelve la membrana presinâptica (Figs. 13 y 14), y a un tr^ 
tamiento mas drâstico con Triton X-100 0.5^ que disuelve también 
la membrana postsinâptica (202). Mediante el tratamiento con 0.1 
y 0 2^ hay una reduccion de la radioactividad especifica de un 15 
y de un 40^ respectivamente en el caso de la (^H)-DHE, de un 15 y 
un 33^ en el caso de la (^H)-QNB y de un 33 y un 43% en el de la 
(^H)-naloxona (Fig. 15). Estos resultados se hallan en marcado 
contraste con los obtenidos cuando las membranas sinaptosomales 
marcadas con (^^c)-DMTC fueron tratadas con el detergente. En e_s 
te caso, mediante el tratamiento con Triton X-100 0.1 y 0.2% la 
radioactividad especifica aumenta en un 15 y un 70% respectiva- 
mente en relacion a los contrôles no tratados (Fig. 15). El tra­
tamiento mas drâstico con Triton X-100 0.5% disminuye en un 80% 
la actividad de la (^H)-DHE, en un 64% la de la (^H)-QNB y en un 
93% la de la (^H)-naloxona; pero en este caso, la actividad de la 
(^^C)-IMTC también se reduce con respecto a los contrôles no trj. 
tados con detergente.
Como se verâ en la Discusion, estos resultados sugieren 
que, mientras el receptor nicotinico tiene una prédominante loca 
lizacion postsinâptica (lo que confirma los resultados anteriores 
de De Robertis y col. (120)), los receptores a-adrenérgicos, opij.
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m
Figura 13•- Microscopia electronica de las membranas sinap 
tosomales purificadas por el procedimiento descrito en Métodos. 
Sdlamente se observan las membranas de los terminales nerviosos 
(ms), algunas de las cuales muestran el complejo de unidn (fléchas, 
compuesto por las membranas sinaptosomales y por el reticulo sub- 
sinaptico (rs). Después del choque osmdtico todavia quedan algu­
nas vesiculas sinapticas (vs ). Ampliacidn x60 000.
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Figura 14.- Membranas sinaptosomales después del tratamien 
to con Triton X-100 0.1%. Predominan los complejos de union (eu). 
Con fléchas se indica algunos de los complejos de union en los 
que todavia se obseva parte de la membrana presinâptica. En com- 
paracidn con la Fig. 13, se observa que las membranas presinâpti- 
cas han desaparecido prâcticamente. Ampliacidn x60 000.
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l,4'*nM y ( )-naloxona 10 nM. Las membranas marcadas se trataron 
con Triton X-100 0.1 y 0.2% por el procedimiento suave de De Ko- 
bertis y col. (120), o por el procedimiento mas drastico con in- 
ton X-100 0.5% de Cohen y col. (202). Las membranas no disueltas 
se separaron por centrifugacion a 100 OOOxg IH y se resuspendieron 
en el tampon de incubacidn. En cada caso se hicieron determinacip 
nes por duplicado de proteinas y radioactividad. La union luespe
Pina 5 m  para la (3h)-QNB y de morfina 40 M-M para la (3H)-naloxo 
n a . Los histogramas son los promedios de cuatro experimentos.
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ceos y muscarinicos tienen una localizacion a la vez pre- y post­
sinâptica .
7. Proteccidn del receptor muscarinico nor la atropina
En el caso del receptor muscarinico, los experimentos de 
proteccidn con atropina (véase Métodos) demostraron que la unidn 
del ligando especifico era capaz de impedir la accidn deleterea 
del Triton X-100 sobre el sitio receptor. También permitieron con 
firmar la localizacidn pre- y postsinâptica de estos receptores.
En este caso, el método consistid en unir el ligando frio 
al receptor. Posteriormente se trataron las membranas con el de­
tergente y ambos (detergente y ligando frio) fueron eliminados 
por lavados y centrifugaciones, antes de realizar el ensayo de 
unidn del ligando radioact.ivo.
El experimento que se muestra en la Fig. l6 se disend para 
determinar la concentracidn de atropina que después de lavar las 
membranas no interfiere en la unidn de (^H)-QNB. Puede verse que 
con concentraciones de atropina 1-2.5 H-M se récupéra el 100% de 
unidn especifica de (^H)-QNB, mientras que cuando se emplean con 
centraciones mas altas, persiste el efecto inhibitorio de la atr_o 
pina después de los lavados.
La proteccidn del receptor muscarinico contra la accidn del 
Triton X-100 se estudid empleando concentraciones de atropina 2.5 
y 10 mM. Como se muestra en la Fig. 17B, la atropina 2.5 KM es 
capaz de contrarrestar casi completamente el efecto inhibitorio 
del Triton X-100 10”^%. Empleando concentraciones ma s altas de de, 
tergente (p. e ., 2x10“^ y 5x10"^ ) la recuperacidn de la unidn esp_e
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Figura 16.- Efecto de la preincubacion de las membranas 
con atropina sobre la union de (^H)-QNB. Las membranas i k  mg de 
proteinas por ml ) se preincubaron con atropina a diferentes•oon- 
centraciones durante 15 minutos a 25 °C, en tampon Na/K PO^ 50 mM 
pH 7.4" Después de lavar las membranas por centrifugacion y  resus 
pension, los ensayos de union con {3h)-QNB 0.9 nM como se indica 
en Métodos. El 100% représenta la union especifica a los contrô­
les sin tratar con atropina (1.7 pmol/mg de proteinas). Los pun­
tos son las médias de dos experimentos independientes realizados 
por triplicado con una variacion maxima del 5%*
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Figura 17-- Proteccion del receptor muscarinico. Las mem­
branas sinaptosomales se incubaron durante 15 minutos a 25 °C 
con atropina, y luego se trataron con Triton X-100 a 0 °C duran­
te 10 minutos.El detergente y la atropina se eliminaron por cen­
trifugacion y resuspension. Los ensayos de union se llevaron a 
cabo con (3h)-QNB 0.9 nM, como se indica en Métodos. El 100% re­
présenta la union especifica a los contrôles sin atropina ni de­
tergente (1.7 pmol/mg de proteinas). Los histogramas son las mé­
dias de dos experimentos realizados por triplicado. A, experimen 
to control sin atropina; B, proteccion con atropina 2.5 *^M; C, 
proteccion con atropina 10 ijM.
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'cifica es mas baja, pero ello puede deberse a la solubilizacidn 
del receptor (Tabla II).
A concentraciones mas altas de atropina (10 M-M) hay tam­
bién proteccidn, pero el efecto inhibitorio de este antagoniste 
se puede observar aun después de los lavados (Figs. 16 y 170).
Un punto interesante es que a concentraciones de Triton X-100 
10 ^ y 10 la unidn especifica que se récupéra es mas alta que 
en los contrôles con solo atropina 10 KM. Esta observacidn podria 
i nterpretarse como que el detergente favorece el desplazamiento 
de la atropina de los sitios receptores.
Estos resultados contrastan con los que se obtienen cuan­
do las membranas no se preincuban con atropina antes del trata­
miento con detergente (Fig. 17&). Empleando concentraciones de 
detergente mayores de 10"^% se récupéra menos del 15% de la unidn 
de (^H)-QNB. Sin embargo, ha de hacerse notar que incubando con 
Triton X-100 10~^% en ausencia de atropina se récupéra mas del 
90% de la unidn especifica. Teniendo en consideracidn que la pre 
sencia de Triton X-100 a concentraciones mayores de 10 ^% inhibe 
totalmente la unidn de (^H)-QNB (Fig. 9), estos resultados indi- 
can que el efecto inhibitorio del detergente es reversible cuan­
do éste se emplea a bajas concentraciones, e irreversible cuando 
se emplea a altas concentraciones.
En la tabla IV se muestra la proteccidn producida por 
otras drogas colinérgicas. La concentracidn de droga que se em-
pled en todos los casos fue 2.5 KM, y la del Triton X-100 fue 
10 ^%. Puede observarse que la atropina es la droga que mejor pi 
tege el receptor muscarinico. La drga nicotinica d-metil tubocu-
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TABLA IV
PROTECCION DEL RECEPTOR MUSCARINICO POR VARIAS DROGAS 
COLINERGICAS DE LA ACCION DEL TRITON'X-100
Droga Proteccion ( % )
Atropina 9 0 + 4  ,
Escopolamina 5 0 + 5
Oxotremorina 44 ± 10
d-Metil tubocurarina 3 0 + 9
Las membranas sinaptosomales (4 mg de proteinas por ml.) se 
preincubaron con las distintas drogas a 2.5 KM durante 15 minutos 
a 25 “C, luego se trataron con Triton X-100 0.1% a 0 “C durante- 
10 minutos. El detergente y  la droga se eliminaron por centrifu-
tacion y resuspension. Los ensayos de union se realizaron con 3h)-QNB 0.9 nM como se indica en Métodos. Los valores son los 
promedios de dos experimentos separados realizados por triplicado
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rarina también ajerce cierta proteccion, pero menos que las dro­
gas muscarinicas,
8. Accion de los anestesicos locales sobre la union 
de (^H)-QNB
La accion de los anestesicos locales (procaina, tetracaina 
y dibucaina) y de las drogas adrenergicas fentolamina y proprano­
lol, que también tienen efecto anestesico, se estudiaron en un 
rango de concentracidn.entre 1 nM y 500 pM.Como se muestra en la 
Fig. 18, todas estas drogas inhiben la unidn especifica de (^H)- 
QNB pero con diferente efectividad. Esto puede apreciarse mejor 
en la Tabla V, en la que se ha calculado la y la para las
distintas drogas. El inhibidor mas potente es la procaina (K^=9 
H-M) se gui do por la tetracaina y la fentolamina. La dibucaina tie­
ne una potencia intermedia, y el propranolol es el que con menos 
efectividad inhibe la unidn especifica de (^H)-QNB (K^=80 KM). 
Ninguna de estas drogas afecta la unidn inespecifica de (^H)-QNB.
Los resultados de la Fig. 18 se representaron en forma de 
logit-log (192) en la Fig. 19. Los coeficientes de Hill que se ob 
tuvieron mediante esta representacidn,fueron todos prdximos a la 
unidad (Tabla V); lo que sugiere que no hay cooperatividad entre 
los sitios de unidn de los anestésicos y los de la (^H)-QNB.
El efecto de los anestésicos se estudid también realizando 
las curvas de sàturacidn de la unidn de (^H)-QNB en presencia de 
las distintas concentraciones de procaina y propranolol. La repre 
sentacidn de Scatchard se muestra en la Fig. 20, y la K^, B^^^ y 
Ny, calculados de estos exparimentos, se muestran en la Tabla VI.
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Figura 18.- Efecto de los anestésicos locales sobre la 
union de (^H)-QNB a las membranas sinaptosomales crudas. La union 
se realizo con (3h )-QNB 0.2 nM, en presencia de concentraciones 
crecientes de anestésico. El 100^ représenta la union especifica 
a las membranas control en ausencia de anestésico (53±2 pmol/mg 
de proteinas). Los puntos son los promedios de très experimentos 
por triplicado, con una variacion menor del 10^.
DC,dibucaina; PC, procaina; F, fentolamina; PP, proprano­
lol; TC, tetracaina.
83
2.0
1.0
PP
3 0.0 DC
PC
TC
- 1.0
6 5 4 3
-LOG (DROGA)(Ml
Figura 19.- Representaciôn logit/log- de la inhibicion de 
la union de (^H)-QNB por los anestésicos locales, obtenida a par 
tir de los datos de la Fig. lè. Uo es la union especifica a las 
membranas control; U, la union especifica a las membranas en prj 
sencia de los anestésicos a las distintas concentraciones.
DC, dibucaina; PC, procaina; F, fentolamina; PP, proprano 
loi; TC tetracaina.
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TABLA V
POTENCIA RELATIVA DE LOS ANESTESICON EN LA INHIBICION DE LA 
UNION DE(^H)-QNB A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES CRUDAS
Droga 1 ^ 0
(wM)
Ki
(uM) %
Procaina 16 9 0.91
Tetracaina 18 10 1.00
Fentolajnina 18 10 1.08
Dibucaina 40 22 1.18
Propranolol 180 80 1.07
La ICgQ y la K. se obtuvieron de las curvas de desplaza­
miento que se ilustran en la Fig. IS, el numéro de Bill (N^)de la 
representacidn logit/log de la Fig. 19.
La se calculé mediante la ecuacidn:
K.= IC^Q / (l+pH)-QNB]/K^)
donde IC,Q= concentracidn de droga que desplaza el 50^ de unidn 
especifica.
K, = constante de disociacidn, calculada por la represen- 
r o itacidn de Scatchard (Fig.6)
F h )-QNbJ = 0.2 nM
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En comparacion con las caracteristicas de la union de (^H)-QNB 
en el control, se observa que, por accion de las distintas con­
centraciones de procaina y propranolol, hay un aumento definido 
en la K^, que corresponde a un descenso en la afinidad de la (^H) 
-QNB por el receptor. En concomitancia con sus diferentes (Ta­
bla V), el efecto de la procaina es mas marcado que el del pro­
pranolol .
También se observaron diferencias en la B^^^. Esta aumen­
ta t;obre el nivel del control con procaina 0.1 |iM y con proprano 
] oïl 100 M-M, pero se reduce mue ho a concentraciones altas de pro­
caina. Estos resultados demuestran que, dependiendo de la concen 
tracion, el efecto de los anestésicos puede aparecer como compe- 
titivo o no-competitivo. Como sera mencionado en la Discusion, 
este diferente comportamiento con la concentracidn, puede expli- 
car algunos resultados contradietorios de la literatura.
Como las aminas anestésicas pueden competir con el Ca^^,
desplazand’olo de las cargas negativas fijas de la membrana (177),
llevamos a cabo experimentos de unidn de (^H)-QNB en presencia
de Ca^^y Mg^^ con y sin procaina. En la Tabla VII puede observar 
2+ 2+se que tanto el Ca como el Mg I mM, producen un ligero des­
censo (10-15%) en la unidn de (^H)-QNB a las membranas. En com- 
binacidn con la procaina, el Ca^^ produce sdlamente un ligero in 
cremento de la inhibicidn que ejerce esta droga en la unidn de 
(^H)-QNB.
Previamente hemos mencionado que el efecto inhibitorio 
del Triton X-100 es reversible a bajas concentraciones, pero 
irreversible a concentraciones mas altas (Fig.17). Para determi-
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Figura 20.- Representacidn de Scatchard de la unidn espe­
cifica de (^H)-QMB a las membranas sinaptosomales crudas en pre­
sencia de distintas concentraciones de procaina (A) y proprano­
lol (B). La unidn a las membranas (0.1 mg de proteinas por ml) 
se realize como se indica en Métodos con concentraciones de (^H) 
-QNB entre 0.1 y 2.0 nM. Los resultados son el promedio de très 
experimentos por triplicado. La linea de trazos es el control en 
ausencia de anestesicos (Fig. 6).
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TABLA VI 
J DE (^H)
TAS CONCENTRACIONES DE PROCAINA Y PROPRANOLOL
CONSTANTES DE LA UNION )-QNB EN PRESENCIA DE DISTIN-
Droga Concentracidn(KM)
Kd,
(k m ) (pmol^l^prot.)
Control — 0.25 114 0.89
Procaina 0.1 0.42 157 0.79
Procaina 10,0 0 .6 4 115 0 .9 7
Procaina 100.0 0 .95 33 1 .0 5
Propranolol 0.1 0.18 113 1.09
Propranolol 100.0 0 .73 148 1.00
Propranolol 500.0 1.08 100 1 .0 4
Las constantes de disociacidn (K,) y la unidn maxima 
(Bmax), se calcularon mediante la representacidn de Scatchard 
de la Fig. 20. El numéro de Hill (Nh ) se calculd de los mismos 
experimentos.
TABLA VII
EFECTO DEL Y SOBRE LA UNION DE (^H)-QNB
A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES CRUDAS
Droga { % )
Control 100
Ca^^ Ô5 ± 5
Mg^^ 9 1 + 6
Procaina 1 5 + 2
Procaina+Ca"'^ 12 + 1
Frocaina+Mg''^ 1 4 + 1
Los resutados se expresan corao porcentajes de union con 
respecto a los contrôles sin procaina ni cadones divalentes 
(52+3 pmol/g de proteinas). Se utilisaron las siguientes concen 
traciones de drogas: Cl2Ca y Cl2Mg 1 mM, procaina 10 M-M y (^H)- 
QNB 0.2 nM. La union de (3h)-QNB a las membranas se realize co- 
mo se indica en Métodos. Los resultados son éL proraedio de très 
experimentos por triplicado.
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nar si la accion de los anestésicos era reversible o irreversible, 
desarrollamos experimentos similares. Como se muestra en la Tabla 
VJJI, las membranas incubadas con los distintos anestésicos a la 
concentracion de 500 KM y luego lavadas, muestran una recupera- 
cion compléta de la union de (^H)-QNB. Solamente en el caso de la 
fentolaraina y la dibucaina hay una ligera inhibicion. La Tabla 
VIII también muestra que los anestésicos no extraen proteinas de 
las membranas, en contraste con lo que ocurre en el caso del Tri­
ton X-100 0.2^. Esta concentracion de detergente extrae un de 
proteinas de las membranas y la mayor parte de la union de (^H)- 
QNB queda irreversiblemente inhibida.
Los resultados obtenidos en los experimentos de proteccion 
se muestran en la Fig. 21. En esta figura, la linea cero corres­
ponde a la union de (^H)-QNB a las membranas tratadas solamente 
con Tritoti X-100 0.2^ (véase Tabla VIII). Puede observarse que la 
atropina protege los sitios de union, y éstos se recuperan en un 
20(yfo sobre el control tratado solamente con el detergente. Por 
el contrario, los anestésicos no protegen los sitiso receptores, 
pudiendo incluso reducirlos por debajo del valor del control-
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TABLA VIII
REVERSIBILIDAD DEL EFECTO DE LOS ANESTESICOS SOBRE LA 
UNION DE (3h )-QNB A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES CRUDAS
Droga Concentracion Proteinas { % ) Union de (^H)-QNB (/,)
Control 100 100
Atropina 2.5 KM 104+2 101+10
Procaina 500.0 k m 107+1 102+4
Tetracaina 500 .0 k m 105+2 111+15
Dibucaina 500.0 k m 111+9 91+3
Fentolamina 500 .0 k m 108+8 85+3
Propranolol 500.0 k m 103+3 97±3
Triton X-1001 0.2 % 64+4 21+3
Después del tratamiento con los distintos anestésicos a 25 
®C durante 15 minutos o con Triton X-100 durante 15 minutes a 0°C, 
las membranas se lavaron como se indica en Métodos para los expe­
rimentos de proteccion. La union se realize con )-QNB 1 nM.
Los resultados se expresan como porcentaje de la cantidad de pro­
teinas y como porcentaje de la union de (3h )-QNB a las membranas 
control (91+5 pmol/g de proteinas). Los valores son el promedio 
de dos experimentos por triplicado.
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Figura 21.- Proteccion del receptor muscarinico. Las mem­
branas sinaptosomales crudas se incubaron durante 15 minutos a 
25 °C con atropina 2.5 P-M o los anestésicos locales 500 fcM, pos- 
teriormente se trataron con Triton X-100 0.2^ a 0 °C durante 10 
minutos. El detergente y las drogas se eliminaron por centrifu- 
gacion y resuspension. Los ensayos de union se realizaron por 
triplicado con (3h )-QMB 1 nM como se indica en Métodos. La li- 
nea 0 represents la radioactividad especifica (19+3 pmol/g de , 
proteinas) de las membranas control tratadas solamente con Tri­
ton X-100 (En la Tabla VIII la inhibicion causada por el Triton 
X-100 se expresa como porcentaje de la union' especifica). Los 
porcentajes positives indican proteccion y los negatives mayor 
inactivacion. Los resultados son el promedio de dos experimentos 
por triplicado. Notese que la unica droga que protege es la atro 
pina (A). PC, procaina; TO, tetracaina; DC, dibucaina; F,fentola 
mina; PP, propranolol.
V -  DISCUSION
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Se consideraran en este capitulo los resultados citados an 
teriormente en relacion con los datos de la literature. También 
se discutiran estbs resultados desde el punto de vista de su vali 
dez experimental y de los problemas que pueden plantearse en futu 
ras investigaciones.
En secciones sucesivas analizaremos los resultados sobre:
1 ) la especificidad y caracteristicas cinéticas de la union ligan 
do-receptor a las membranas de cerebro; 2 ) el efecto de los deter 
gentes sobre la citada union; 3 ) la localizaciôn pre- y postsina_g 
tica en relacion con la membrana del sinaptosoma; U )  la proteccion 
del sitio receptor muscarinico por ligandos especificos y 5 ) la 
accion de los anestésicos locales y drogas con efecto anestésico 
sobre la union de ligandos al receptor muscarinico.
1. Especificidad de la union de los ligandos radioactivos 
a los distintos receptores
Los resultados sobre la union especifica de (^H)-DHE a las 
membranas sinaptosomales de los ganglios basales del gato se mue_s 
tran en la Fig.2. Estos resultados confirman los obtenidos por . 
Greenberg y Snyder (198) en homogeneizados de diferentes regiones 
de cerebro de rata. La saturacion a las concentracionés de L-6 nM 
de (^H)-DHE obtenida por nosotros, es coincidente con la encontre 
da por Peroutka y col. (206) en los homogeneizados de cerebro de 
vaca; pero diferente de la observada por Davis y col. (207) quie- 
nes obtuvieron una saturacion a LO nM en el cerebro de rata. Por 
la representacion de Scatchard (Fig. 2B), se obtiene una constan­
te de disociacion K^-3-7 nM que es intermedia entre la de corteza
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cerebelar (4-1 nM) y la corteza cerebral (1.6 nI4) . Por otra par­
te, Davis y col. obtuvieron una mucho mas alta (8.4 nM). Tan- 
to la representacion de Scatchard corao el numéro de Hill (Fig. 2 
A y B) confirman que hay un solo tipo de sitios de union e inde- 
pendientes para, la (^H)-DHE en las membranas sinaptosomales de 
los nùcleos basales.
El numéro maximo de sitios de union obtenidos por Green­
berg y Snyder (198) fue de 21 pmol/g de tejido fresco. A partir ‘ 
de este valor, y teniendo en cuenta que en 1 g de cerebro de ra­
ta homogeneizado y centrifugado hay 100 mg de proteinas (208), 
calculamos un valor de 210 pmol/g de proteinas. En nuestro caso, 
la union maxima determinada mediante la representacion de Scat­
chard es 1000 pmol/g de proteinas, es decir, casi cinco veces mâs 
alta. Esto sugiere que, durante la separation de las membranas si 
naptosomales, se ha producido una purificacion de los a-adrenorre 
ceptores de unas cinco veces.
Los estudios de compétition con los agonistas y antagonis­
tes a-adrenérgicos, el agente bloqueante p-adrenérgico (+)propra- 
nolol y los neurotransmisores serotonina y dopamina (Fig. 3 y Ta­
bla I), confirman que la union de (^H)-DHE es especifica para los 
a-adrenorreceptores a las concentra cio ne s que empleajnos.
Estos resultados estan de acuerdo con los de Greenberg y 
Snyder, pero difieren de los de Davis y col. (207). Estos inves- 
tigadores, trabajando a concentraciones mâs altas de ( )-DHE, 
encontraron que la serotonina podia desplazar su union con una 
=1.9 PM, y la dopamina con una K^=8.0 H-M; mi entras que la para 
la (-)norepinefrina era de 3 - 4 HM. A partir de estos resultados
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concluyeron que la (^H)-DHE podia unirse no solo a los recepto­
res a-adrenérgicos, sino también a los receptores de dopamina y 
serotonina.En nuestro caso, la para la (-)norepinefrina es 
0 .8 H-M, y para la serotonina y dopamina l6 y 55 M-M respectiva- 
mente (Tabla 1). A partir de estos datos podemos concluir que, a 
las bajas concentraciones que empleamos, la union de (^H)-DHE es 
fundamentaimente a los receptores a-adrenérgicos. Como veremos 
mâs adelante al hablar de los anestésicos locales, el efecto de 
la dopamina, la serotonina y el propranolol en concentraciones 
micromolares sobre el receptor a-adrenérgico, puede deberse a 
una alteration de la' meiAbrana mâs que a una accion directa de es 
tas diqgas sobre el sitio receptor.
Las caracteristicas de la union de (^H)-naloxona a los re 
ceptores opiâceos de las membranas sinaptosomales de los ganglios 
basales, obtenidas por nosotros, estân de acuerdo con los resul­
tados de la literatura. En homogeneizados totales de cerebro de
\
rata, Pasternak y Snyder (209) encontraron un sitio de alta y 
otro de baja afinidad, con constantes de disociacion de 0 .4  y 30 
nM respectivamente. Posteriormente, Squires y Braestrup (200) 
confirmaron la presencia de dos tipos distintos de sitios de 
union de (^H)-naloxona y otras caracteristicas diferenciales,co­
mo una distribucion regional distinta. Las constantes de disocij. 
cion que encontramos en las membranas sinaptosomales fueron 
=3,7 nM y K^g=35 nIA. Squires y Braestrup encontraron una B^^^ pa 
ra el sitio de alta afinidad de 3 pmol/g de tejido,y de 11 pmol/ 
g de tejido para el sitio de baja afinidad. De la misma forma 
que anteriormente, podemos calcular 30 pmol/g de proteinas y 110
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pmol/g de proteinas para los sitios de alta y baja afinidad res- 
pectiyamente. En nuestro caso las fueron 79 pmol/g y 224
pmol/g de proteinas respectivamente, lo que indica que también 
los receptores opiaceos fueron parcialmente purificados al sepa- 
rarse las membranas sinaptosomales.
En cuanto al receptor muscarinico, como puede observarse 
en la Fig. 5, la union de (^H)-QNB a las membranas sinaptosomales 
sigue una curva de saturacion hiperbolica, alcazandose la satura 
cion entre O.B y 1 nM de (^H)-QNB. La. representacion de Scatchard 
es una linea recta, lo que indica un solo tipo de sitios de union. 
A partir de esta representacion, se calcula una K^=0.34 nM, simi 
lar a la obtenida por Yamamura y Snyder en la fraccion mitocon- 
drial (201), y una B^^,^=2.2 nmol/g de proteinas. En las membra« 
nas sinaptosomales crudas, que estan menos puras, obtuvimos una 
K^=0.25 nM y una B^g^=114 pmol/g de proteinas (Fig. 6 ). Este va­
lor de la indica que en la fraccion sinaptosoma.1 cruda. el
receptor muscarinico esta menos purificado. También se observa 
que la en la fraccion sinaptosomal pura es mas alta que en la 
ci'uda. Hemos de tener en cuenta que en el caso de las membranas 
sinaptosomales puras, la concentracion del receptor muscarinico 
(calculada por los datos de là representacion de Scatchard) fue 
de 0.11 nM, es decir, mayor que K^/lO. Cuando se utilizan concen 
traciones de receptores mayores que K^/lO, los valores de la 
calculados por la representacion de Scatchard pueden aumentar 
cuando se aumenta la concentracion de receptor (205). En los de- 
mas casos este problema no se ha presentado porque se trbajo a 
concentraciones de receptor menores que K^/lO.
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En términos générales, podemos concluir que los valores 
de K^, y otras caracteristicas de los receptores centrales
estudiados (a-adrenérgicos, opiaceos y muscarinicos) coinciden 
con los obtenidos anteriormente por otros autores. Sin embargo, 
cabe destacar que el método de fraccionamiento utilizado por no­
sotros, lleva a una mayor purif icacion en el aislamiento de la. mem 
brana sinaptosomal, por lo que, en todos los casos, obtuvimos un 
valor de la B^^^ mayor. Esto esta de acuerdo con una mayor con­
centracion de los sitios receptores en las membranas sinaptosoma 
les.
2". Efecto de los detergentes sobre la union especifica 
de los ligandos a los receptores
El tratamiento de las membranas con detergentes produce 
un efecto diferente sobre los distintos receptores. Por ejemplo, 
el receptor colinérgico nicotinico de diverses tejidos es resis- 
tente al Triton X-100,y al deoxicolato, los cuales han sido em- 
p].eados para su solubilizacion y purificacion (201). También han 
podido ser solubilizados mediante detergentes los receptores al 
GABA (211) y a las bezodiacepinas (212,213). Otros receptores, 
por el contrario, son muy sensibles a la accion de los detergen­
tes', como por ejemplo, los opiaceos (2 1 4) y los a-adrenérgicos 
(2 1 5); por lo que estos receptores solamente han podido caracte- 
rizarse en forma soluble mediante la union previa, de ligandos 
que. forman complejos muy estables (216,217). En nuestro trabajo, 
estudiamos el efecto de los detergentes sobre los neurorrecepto­
res de las membranas sinaptosomales, con la finalidad, como se
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dgo en la Introduccion, de disolver la membrana presinâptica. Es 
tos estudios se realizaron fundamentaimente con los receptores 
a-adrenérgicos y opiâceos.
En la Fig. 7 puede apreciarse que el Triton X-100 produce 
inhibicion de la union de (^H)-DHE aun a concentraciones muy ba­
jas. Por el contrario, el Nonidet P-4O, el dœxicolato y la di- 
gitonina,a bajas concentraciones, aumentan la union, mientras 
que a concentraciones altas la inhiben. La estimulacion es parti, 
cularmente évidente con deœxicolato 10"^^ (135^ de estimulacion) 
y con la. digitonina ( 80^) . Estos dos detergentes poseen en
su estructura un grupo de ciclopentanoperhidrofenantreno, por lo.; 
que se puede especular que la estimulacion se deba principalmen- 
te a este grupo.
En el caso de los opiâceos, todos los detergentes tienen 
una accion deleterea sobre el sitio receptor, que es fuértemente 
inhibido a concentraciones superiores a 10 Excepciones fue­
ron el dœxicolato y el Nonidet P-40 a la concentracion de 10 
con las cuales la union especifica se estimula en un 50^. Estos 
dos detergentes no presentan ningun grupo comün en su estructura, 
por lo que no es posible atribuir la estimulacion a ningûn grupo 
concreto.
El mecanismo que détermina la estimulacion de estos rece_p 
tores no estâ todavia aclarado. Una posibilidad es que se deba 
al descubrimiento de receptores latentes a causa del desplaza- 
miento de los lipidos por el detergente. Otra posibilidad es que 
se deba a un cambio de afinidad o cooperatividad de la union del 
ligando a los sitios receptores. Estas alternativas de interpréta
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cion aerân motivo de investigaciones expérimentales a realizar 
en el futuro.
El efecto del'Triton X-lOOsobre la union de (^H)-QNB al 
receptor muscarinico (Fig. 9),confirma los resultados de Beld y 
Ariens(218) y de Aronstam y col. (219),que demuestran la inhibi­
cion de la union de drogas muscarinicas por los detergentes no- 
ionicos,cuando se emplean a concentraciones que solubilizan las 
proteinas de la membrana (mayores de 0 .1^).^Ademâs se puede ob­
server que, a concentraciones entre 10~^ y 10”^^ de detergente, 
ya existe una inhibicion significativa. Esta inhibicion es del 
100^ cuando se utilize Triton X-100 10”^^.
Como se muestra en la Tabla III, los detergentes a la con 
centracion de 10 no producen una solubilizacion significativa 
de las proteinas de la membrana. Por tanto, la inhibicion produ- 
cida por estas concentraciones de detergente, es dificil que se 
deba a la extraccion de receptores de la membrana. Por el contre 
rio, los detergentes a 10~^52, ya pueden extraer proteinas de la 
membrana (Tabla II); por lo que la inhibicion producida por esta 
concentracion puede deberse, en parte, a la solubilizacion de Iœ 
receptores. Cabe destacar que en el caso del receptor muscarinj, 
co, la inhibicion producida por el Triton X-100 es, dentro de 
ciertos limites, reversible (véase mâs adelante). Esto signifies 
que,eiminando el detergente de las membranas, se récupéra la union 
de (^H)-QNB. Sin embargo, a concentraciones altas de detergente, 
su efecto es en gran medida irreversible.
El efecto causado por los detergentes sobre los neurorre- 
ceptores, puede estar relacionado con el requerimiento lipidico
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de estas macronioléculas para desempenar su funcion.Este requeri­
miento lipidico estâ bien determinado en el caso de diversas en- 
zimas de membrana (220 ,.221 ) y de algunos receptores (222-224 ). 
Nuestros resultados indican que los detergentes tienen una accion 
sobre los neurorreceptores similar a la que tienen sobre algunas 
enzimas (225,226). La accion de los detergentes puede deberse a 
un cambio en la fluidez de la membrana, dado que esta afecta la 
actividad de ciertas enzimas ( 2 2 7 ) •  Dependiendo de la concentra­
cion, los detergentes pueden también alterar las interacciones 
lipido-proteina. Dado que los lipidos pueden modular le confor- 
macion de las proteinas (2 2 8), la perturbacion producida por el 
detergente pude deberse a un cambio de conformacion del receptor 
causado por el desplazamiento de sus lipidos asociados.
3• Localizacion pre- v postsinâptica de los receptores .
Como se menciono en la introduccion, durante los ultimos 
diez anos, un numéro cada vez mayor de evidencias farmacologicas 
han llevado a postular la existencia de receptores presinâpticos. 
Sin embargo, hasta el présente no existia ninguna evidencia bio- 
quimica que avalara la existencia de estos receptores en les ter 
minales nerviosos. Nosotros hemos abordado el problema de la di- 
ferenciacion de los receptores pre- y postsinâpticos aprovechan- 
do la solubilizacion selectiva de la membrana presinâptica, me­
diante el tratamiento suave de las membranas sinaptosomales con 
Triton X-100 (120,172), De acuerdo con estos estudios, en el ca­
so de un receptor situado en la membnna postsinâptica,cabe espe- 
rar que su concentracion por unidad de proteinâ aumente cuando
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se élimina la membrana-presinâptica. Por el contrario, si parte 
del receptor estâ localizado en la membrana presinâptica, su con 
centracion debe disminuir cuando se disuelve la membrana presif. 
naptica.
Dado que los detergentes inactivan los receptores a con­
centraciones que pueden solubilizar la membrana presinâptica, en 
nuestro trabajo tuvimos que marcar primero l'os receptores con li, 
gandos radioactivos y, posteriormente, disolver la membrana pre­
sinâptica. Tal estudio, requerra comprobar previamente que el 
Tr;i ton X-100 no disociaba el complejo ligando-receptor (Figs. 10 
-12).
El tratamiento con Triton X-100 de las membranas sinaptoso 
maies,marcadas con los distintos ligandos antes mencionados, pro 
duce la solubilizacion de un complejo ligando-receptor que es 
bastante astable. Esto pudo .demostrarse mediante la diâlisis de 
las membranas tratadas con detergente (Figs. 10-12). Al mismo 
tiempo, en el sedimento residual al tratamiento con Triton X-100 
0.1-0.2^, la radioactividad especifica por unidad de masa de proteinas 
disminuye en el caso de la (^H)-DHE, (^H)-naloxona y (-^H)-QNB 
(Fig. 1 5 ). Estos resultados pueden compararse con les obtenidos 
con el agente nicotinico (^^C)-DMTC, en cuyo caso la radioactivj, 
dad especifica aumenta en un 15 y un 75^ respectivamente, al tra 
tar las membranas con Triton X-100 0.1 y 0.2^. A estas concentra 
clones de detergente, hay una solubilizacion preferencial de la 
membrana presinâptica, como se observa por microscopia electrôni- 
ca (Figs. 13-14). Una forma de interpretar estos resultados, es 
que los receptores nicotinicos son fundamentalmente postsinâpti-
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cos; mientras que los receptores a-adrenérgicos, opiaceos y mus­
carinicos, son parcialmente pre- y postsinâpticos- Esta interpre 
tacion, esta apoyada por los resultados obtenidos cuando se uti­
lize el tratamiento de Cohen y col. (202) con Triton X-100 0-5^, 
el cual disuelve también la membrana postsinâptica. En este caso, 
hay un marcado descenso de la radioactividad especifica de la 
(^^C)-DMTC, y un descenso todavia mayor de la radioactividad es­
pecifica de la (^H)-DHE, (^H)-naloxona y (^H)-QNB.
Otra interpretacion de estos resultados, podia ser que 
los receptores a-adrenérgicos, opiaceos y muscarinicos, se so].u- 
bilizasen mas facilmente que los nicotinicos. Aunque esta inter- 
pretacion no puede descartarse, parece poco probable por ser di­
ficil disolver una proteina intrinseca (como es el caso de los 
receptores) sin desintegrar la membrana.
En el caso del receptor muscarinico, algunos autores pos- 
tularon que podia se extraido con altas concentraciones de ClNa 
(2 2 9,2 3 0), lo cual significaria que este receptor no es una pro­
teina intrinseca. Sin embargo, ésto no ha podido ser confirmado 
por btros autores (218,219,231). En vista de ello, tratamos las 
membranas sinaptosomales con ClNa 2 M, y encontramos la misma 
cantidad de union de (^H)-QNB que en las contrôles. Por lo tanto, 
no parece que el receptor se extraiga de las membranas con altas 
concentraciones de sal, lo que indica que el receptor muscarini­
co es una proteina intrinseca de la membrana.
También existe la posibilidad de que ciertos receptores 
estén localizados en las membranas de las células gliales, las 
cuales pueden contaminar la fraccion sinaptosomal (192), y que el
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tratamiento con Triton X-100 disuelva estas membranas, dando lu- 
gar a una reducciôn en la concentracion de receptores. Aunque es 
ta posibilidad no se puede descartar, parece poco probable, pues 
si hay receptores en estas membranas, deben estar en baja concen 
tracion; ya que en la purificacion de las membranas sinaptosoma- 
les hay una reducciôn en la cantidad de membranas gliales a la 
vez que se produce una concentracion de receptores. Por lo tanto, 
la solubilizacion de las membranas gliales produciria un aumento 
en la concentracion de receptores, y no una reducciôn como la que 
tencmos.
La localizaciôn pre- y postsinâptica de los distintos re­
ceptores, sugerida por estos resultados, estâ en conformidad con 
los datos descritos en la literatura. La localizaciôn de los re­
ceptores a-adrenérgicos en la membrana presinâptica,proporciona 
una base estructural para explicar la existencia del mecanismo da 
retroalimentaciôn que régula la liberaciôn de ( ) -norepinefrina, 
como se observé en la estimulaciôn de cortes cerebrales (139-1 4 2) 
o en los sinaptosomas aislados (157).^  U 'Prichard y col. (169,170), 
utilizaron la inyecciôn intraventricular de 6-hidroxidopamina, 
la cual destruye los terminales noradrenérgicos (2 3 2), en un in­
tente de determinar la localizaciôn estructural de los receptores 
a-adrenérgicos. Encontraron un ligero aumento en la uniôn de (^H) 
-DHE y concluyeron que estos receptores eran total o parcialmen­
te postsinâpticos. Este abordaje tiene el inconveniente de que 
una reducciôn substancial de los receptores presinâpticos,podria 
ser enmascarada por un aumento en los receptores postsinâpticos, 
debido a la supersensibilidad por denervaciôn.
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Exister! evidencias indirectas de la localizaciôn presina£ 
tica de los receptores opiâceos derivadas de estudios farmacolô- 
gicos. Montel y col. (1 5 5) observaron que la morfina y la naloxo 
na podian afectar la liberaciôn de noradrenalina de los cortes 
cerebrales. Cuando se cortan las raices dorsales de la médula e_s 
pinal, hay una reducciôn del 50^ de la uniôn de (^H)-naloxona en 
los cuernos dorsales de la médula (2 3 3), Pollard y col. (234), 
utilizando diversos métodos para destruir las fibras dopaminérgi_,, 
cas que llegan al estriado, concluyeron que la principal funciôn 
de Las encefalinas podia ser intervenir en la inhibiciôn presi­
nâptica de los dif erentes sistemas neuronales del sist-ema nervio 
50 central. La destrucciôn de las neuronas noradrenérgicas del 
locus coeruleus produce un descenso significativo de la uniôn de 
(^H)-naloxona en la corteza cerebral y en el cerebelo, lo que su 
giere que los receptores opiâceos estân localizados en las terml, 
nales noradrenérgicas de estas regiones (I5 6).
También se tienen evidencias de que el efecto inhibitorio 
de los opiâceos se ejerce mediante una acciôn postsinâptica so­
bre los cuerpos celulares y las dendritas. Cuando los opiâceos 
se aplican a las neuronas, éstas se hacen menos sensibles a la 
acciôn excitatoria de neurotransmi sores tales como la acetilcolj, 
na o el glutamato (235)- De acuerdo con Snyder y Simanbov (2 3 6) 
las neuronas encefalitogénicas pueden hacer sinapsis axo-axônicas 
que median la inhibiciôn presinâptica en ciertas partes del cere, 
bro, mientras que en otras regiones pueden hacer sinapsis axo- 
dendriticas o axo-somâticas implicadas en la inhibiciôn postsi­
nâptica.
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Los receptores muscarinicos presinâpticos pueden estar im 
plicados en los mécanismes de retroalimentaciôn negativa de lib.& 
raciôn de acetilcolina en cortes cerebrales (144,145)* Las drogas 
muscarinicas también inhiben la liberaciôn de acetilcolina en el 
hipocampo (l66), aunque cuando se destruye las vias colinérgicas 
que van del septum al hipocàiApo, no se obseva reducciôn en el nu 
mero de receptores muscarinicos del hipocampo (l6?)* Sin embargo, 
en este ultimo caso, la denervaciôn podria haber producido un au
• A.
mento de recptores postsinâpticos.
Nuestros resultados sugieren una localizaciôn fundamental 
mente postsinâptica de los receptores nicotinicos en la corteza 
cerebral. Recientemente, se ha postulado la existencia de recep­
tores nicotinicos presinâpticos en el sistema nervioso central, 
los cuales pueden estar implicados en la regulaciôn de la libera 
ciôn de catecolaminas (237,238). Esta aparente contradicciôn pue 
de deberse a que el numéro de receptores nicotinicos présentes 
en los terminales nerviosos sea mucho mâs bajo que en la membra­
na postsinâptica. De esta forma, al disolver la membrana presi­
nâptica se élimina una cantidad muy pequeha de receptores en com 
paraciôn con otras proteinas, lo que da lugar a un aumento en el 
numéro de receptores por unidad de proteina.
Aunque se ha postulado la existecia de una gran variedad 
de receptores presinâpticos (124,125), su significado fisiolôgi- 
co no estâ bien esclarecido todavia (126). Una posible interpre- 
taciôn de su papel fisilôgico estâ basada en el hecho de que la 
regulaciôn de la liberaciôn es alta a bajas frecuencias de esti­
mulaciôn, mientras que a altas frecuencias es menos significati-
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va- Por tanto, los estlmulos fuertes, que generalmente tienen sig 
nificado fisiologico, no estân sujetos a inhibicion presinâptica. 
Do acuerdo con ésto, un .posible papel de los receptores presinâp­
ticos es.eliminar la actividad no deseada producida por los esti- 
mulos de baja frecuencia, mâs que protéger la célula blanco de la 
sobredosis de transmisor producida por los estimulos fuertes (126)
Los recptores presinâpticos también pueden desempenar un 
papel muy importante en los mecanismos celulares y moleculares 
del comportamiento. De esta manera, los estudios de Kandel en mo- 
Tuscos (2 3 9) demuestran que los fenomenos de sensibilizacion (au- 
monLo de una respuesta ante un estimulo inocuo como resultado de 
la presentacion de un segundo estimulo nocivo) existe la interven 
cion de una neurona que, actuando presinâpticamente, produce una 
facilitaciôn de la liberaciôn del neurotransmisor. Estos efectos 
moduladores de la liberaciôn del neurotransmisor por mecanismos 
presinâpticos pueden tener una importancia transcende&tal en los 
en los fenomenos de aprendizaje, memoria y comportamiento. Final- 
mente, existe la posibilidad de que se produzcan cambios tanto en 
la sensibilidad como en el numéro de receptores presinâpticos del 
sistema nervioso central o periférico, en enfermedades como la hi 
pertensiôn esencial, la esquizofrenia y la depresiôn (138).
La existencia de receptores presinâpticos tiene ademâs im­
portantes implicaciones en farmacologia y terapeütica, puesto que 
existen drogas con mayor afinidad para los receptores presinâpti­
cos que para los postsinâpticos y viceversa(138,240). Consecuén- 
temente, en el anâlisis de los efectos farmacolôgicos y terapeû- 
ticos de estas drogas, deben ser considerados sus efectos presi-
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nâpticos y postsinâpticos, ademâs de su accion agonista o antago 
nista.
4 . Proteccion del receptor muscarinico
Como se dijo anteriormente, el detergente no-ionico Tri­
ton X-100 inactive al receptor muscarinico. Los resultados que 
se muestran en la Fig. 17 indican que, segun la concentracion de 
detergente que se utilice, la inhibicion puede ser reversible o 
irreversible. Por ejemplo, con Triton X-100 10 mâs del 90% de 
la inhibicion puede revertirse mediante lavados de las membranas. 
Poi- el contrario, con Triton X-100 10“^%, solamente el 15% de la 
union de (^H)-QNB puede recuperarse después de la eliminacion del 
detergente.
Estos resultados demuestran que bajo la accion de los de­
tergentes se produce una alteracion del sitio receptor, y que tal 
alteracion puede ser mâs o menos permanente, dependiendo de la 
concentracion inicial del detergente.
El posible mecanismo de la inhibicion por el Triton X-100 
es desconocido. Una posibilidad podria ser una accion del deter­
gente sobre los lipidos de la membrana. Como los lipidos pueden 
modular la conformacion de las proteinas de la membrana (228) y 
el receptor muscarinico tiene requerimientos lipidicos para su aç 
tividad (222), es posible que el Triton X-100 a baja concentra­
cion desplace ciertos lipidos asociados con la proteina recepto­
rs, induciendo un cambio de conformacion reversible. A concentra­
ciones altas, el detergente puede extraer estos lipidos e inducir 
un cambio de conformacion irreversible. Por otro lado, la union
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de los antagonistas muscarinicos tiene lugar parcialmente a una 
zona hidrofobica del receptor (241). Por tanto, es posible que 
algunos lipidos formen parte del sitio receptor, y el desplaza­
miento o extraccion de estos lipidospor el detergente, produzca 
respectivamente una inactivacion reversible o irreversible del 
receptor. Por ultimo, también es posible que el detergente actüe 
directamente sobre la proteina receptora induciendo un cambio de 
conformacion reversible o irreversible.
El hecho de que el complejo ligando-receptor fuera esta- 
bIe a la accion de los detergentes, nos indujo a pensar que la 
union de un ligando especifico podria protéger el receptor de la 
accion inhibitoria del detergente. A tal fin se realizaron los 
experimentos que se muestran en la Fig 17 B y C.
La conclusion mas importante que se deduce de estos expe­
rimentos es que el receptor puede ser protegido si estâ ocupado 
por un ligando especifico como la atropina. Furchgott propuso que 
la accion inhibitoria que ejercia la dibenamina por union irrever 
sible a los distintos receptores de musculo liso, era impedida 
cuando los diversos ligandos se unian a sus correspondientes re­
ceptores. Posteriormente, la atropina fue utilizada por otros 
autores para protéger al receptor muscarinico de müsculo liso de 
la accion de la dibenamina (175,176). Es interesante que esta rg 
gla general de la Farmacologia en tejido completo (174) es tam­
bién aplicable a la membrana a nivel molecular. Asi pues, cuando 
la atropina se usa a la debida concentracion, protege el sitio 
receptor. Por otra parte, cuando se emplean concentraciones al­
tas de atropina, se tiene una inhibicion residual del receptor
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que es parcialmente revertida por el Triton X-100 (Fig. 17 C).
En nuestros experimentos se.encontro que las demâs drogas musca­
rinicas no son tan eficaces como la atropina en la proteccion del 
receptor muscarinico (Tabala IV), pero es interesante notar que 
incluso el agente nicotinico dimetil-d-tubocurarina ejerce una 
pequena proteccion del receptor muscarinico.
Como la atropina induce una isomerizacion del receptor 
(2 4 1,2 4 2), es posible que en este estado el receptor sea mâs es- 
table a la acciôn del detergente. Esta mayor estabilidad podria 
deberse a que la proteina receptora,isomerizada por el ligando, 
interaccionara mâs fuértemente con los lipidos asociados, y és­
tos no sean extraidos por el detergente. No obstante, estos ex­
perimentos no aclaran el mecanismo por el cual los ligandos pro­
tegen al receptor.
Los porcentajes de uniôn de (^H)-QNB a las membranas pro- 
tegidas con atropina y luego tratadas con concentaciones crecien 
tes de Triton X-100, coinciden con los obtenidos cuando las mem­
branas previamente marcadas con (^H)-QNB, se sometieron al mismo 
tratamiento con detergente. Por tanto, estos resultados apoyan 
las conclusiones anteriores sobre la localizaciôn pre- y postsi­
nâptica del receptor muscarinico.
Mediante la proteccion del receptor muscarinico con atro­
pina, es ahora posible disolver la membrana presinâptica con de­
tergente y ,posteriormente, llevar a cabo estudios de uniôn de 
drogas a los sitios postsinâpticos.
La protecciôn del receptor muscarinico de la acciôn dele­
terea de los detergentes, sugiere que otros receptores sensibles
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a los detergentes pueden también ser protegidos. Por otra parte, 
la proteccion podria ser util para solubilizar el receptor en 
forma activa, lo que pprmitiria purificarlo como una macromolé- 
cula bien definida.
5- Accion de los anestésicos locales sobre los receptores 
muscarinicos centrales
Los resultados descritos en el capitulo anterior demues­
tran que los anestésicos locales procaina, tetracaina y dibuca- 
in.n, y también los agentes bloqueantes adrenérgicos fentolamina 
y propranolol, cuando se utilizan en concentraciones micromola­
res, producen una inhibicion de la union de (^H)-QNB a las membra 
nas sinaptosomales. Esta inhibicion es mâs efectiva con procai­
na (Kj^ =9 M-M) y menor con el propranolol (K^, = 80 M-M) (Tabla V).
La inhibicion producida por estas drogas sobre la union de (^H)- 
QNB es reversible y puede eliminarse mediante lavados. Ademâs 
los anestésicos no extraen proteinas de las membranas (Tabla 
VIII).
La inhibicion de los receptores centrales por los anesté­
sicos ha sido observada en el caso del receptor opiâceo (189, 
1 9 0) el a-adrenérgico (191) y el muscarinico (191). El hecho de 
que los anestésicos locales inhiban tal variedad de receptores 
sugiere que su efecto no es estrictamente especifico. Los anes­
tésicos locales probablemente inhiben diversos neurorreceptores 
asi. como los canales ionicos del axon nervioso y del musculo.
Nuestros estudios sobre las caracteristicas de la union 
de (^H)-QNB a distintas concentraciones de procaina y proprano-
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loi (Fig. 20 y Tabla VI) aclaran algunas contra die clones de la 11. 
teratura. Por ejemplo, la procaina 10 wM produce un incremento en 
la pero la no varia con respecto al control. Con solo es­
te experimento se podria concluir que la inhibicion es de tipo 
competitivo, como lo describen Fairhurst y col. (191) para la li- 
docaina y la tetracaina. Sin embargo, con procaina 100 KM hay un 
mayor incremento en la y una gran reducciôn en la B^^^. Esto 
sugiere que la inhibiciôn es no-competitiva como lo senalan Bur- 
germeister y col- (193)- Nuestros resultados estân también de 
acuerdo con los de Feinstein y Paimre (245), quienes encontraron 
que la tetracaina 10 KM inhibe la respuesta muscarinica del mus­
culo del ileo al carbacol de una forma competitiva. En cambio,a 
altas concentraciones de tetracaina,la inhibiciôn se presnta co­
mo no competitiva. Con procaina 0.1 KM y propranolol 10 kM hay 
un aumento en la B^^^, lo que sugiere que, ,a pesar de la afinidad 
mâs baja, se descubren nuevos sitios de uniôn de (^H)-QNB.
Las representaciones logit-log de la acciôn de las distin­
tas drogas sobre la uniôn de (^H)-QNB (Fig. 19) y los numéros de 
Hill para las distintas concentraciones de procaina y propranolol 
(Tabla VI) sugieren que los sitios de uniôn de los anestésicos lo 
cales y de la (^H)-QNB son independientes, puesto que no presen­
tan cooperatividad.
La acciôn de los anestésicos locales puede ser contrarres- 
tada por el Ca^^ (169 ), y se ha postulado que estas drogas
plazan el Ca ^unido a las cargas negativas de la membrana.
2+ ^ r
nuestras condiciones expérimentales, se observa que el Ca 1 
produce solo una ligera disminuciôn de la uniôn de ( H)-QNB a las
^  D l B L I O T C C A
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membranas. Este resultado estâ de acuerdo con el descrito por 
Aronstam y col. (222), pero difiere del obtenido por Hedlum y 
Bartfai (2 4 6), quienes çncuentran un aumento en la union de (^H)- 
QNB en presencia de Ca*^^. Sin embargo, estos autores utilizan un 
tampon de incubacion distinto, lo que podria explicar las diver- 
gencias. Cuando el Ca^^se adiciona a la procaina (Tabla VIT), se 
produce un ligero incremento en la inhibicion de la uniôn de (^H)- 
QNB, lo que estâ de acuerdo con los resultados previos de Fair­
hurst y col. (1 9 1). En nuestras condiciones expérimentales, tan­
to el Ca^^como el Mg^^no tienen ningûn efecto significativo so­
bre la accion de los anestésicos en el receptor muscarinico.
Mâs relacionados con el mecanismo de accion de los anesté­
sicos locales son los experimentos de proteccion contra la accion 
deleterea del Triton X-100. Como hemos mencionado anteriormente, 
los agentes muscarinicos agonistas y antagonistes, especialmente 
la atropina, son capaces de protéger el receptor muscarinico de 
la accion del detergente. El tratamiento de las membranas sinapt^ 
somales con Triton X-100 01-0.2% extrae algunas proteinas (Tabla 
II), disuelve la membrana presinâptica y bloques irreversiblemen 
te la union de (^H)-QNB. Si se adiciona atropina 2.5 M-M a las 
membranas antes del tratamiento con el detergente, el receptor 
muscarinico es protegido (Fig. 17)- Estos resultados sugieren que 
la union especifica de un ligando al receptor impide el cambio 
irreversible producido por el detergente. Si los anestésicos loca 
les se unieran al receptor, se podria esperar cierto grado de pro 
teccion contra el efecto del Triton X-100. Los resultados obteni­
dos, por el contrario, muestran que no hay proteccion, y que en
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Algunos casos, los anestesicos pueden incluso aumentar la inhibl- 
cion causada por el Triton X-100 (Fig. 21). Estes resultados su- 
gieren que los anestesicos locales se unen probablemente a un si- 
tio accesorio de la membrana y no al sitio receptor propiamente 
dicho. Por tanto, estas drogas tendrian una interaccion de tipo 
alosterico con el receptor, induciendo una inhibicion de la union 
especifica del ligando.
El estado funcional de la membrana depende de las relacio- 
nes mutuas entre sus distintos componentes. En termines générales, 
las proteinas tienden a producir una inmovilizacion de los lipi­
des de la bicapa (246) y, reciprocamente, los lipides modulan la 
conformacion y el estado funcional de las proteinas (227)- Recien 
temente se ha comprobado que ciertos anestesicos producen una flui. 
dificacidn de la region interna (hidrofobica ) de las membranas s_i 
naptosomales, sin inducir apenas fluidez en la region superficial 
de las mismas (247)- Este efecto es mayor en las membranas sinap- 
tcsomales que en los liposomas formados a partir de los lipides 
extraidos de ellas'. Por otra parte, la expansion producida por 
los anestesicos en las membranas celuiares es mucho mayor que la 
que producen en los liposomas (248). Todas estas observaciones 
sugieren que los anestesicos pueden reducir las interacciones de 
los lipidos con las zonas hidrofobicas de las proteinas (247).
La observacion de la estructura quimica de la QNB muestra 
que, como en el case de otros antagonistas muscarinicos, tiene 
una parte estearica y una parte catidnica similares a la acetilco 
lina, pero también tiene residuos aromaticos que pueden interac- 
cionar con zonas hidrofobicas del receptor y de sus lipidos aso-
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ciados {1 1 0,24 1)• También se ha demostrado que el tratamiento de 
las membranas con fosfolipasa A inactiva el receptor muscarinico 
(2 2 2), lo que sugiere que los lipidos participan en la actividad 
de este receptor. Parece probable que los anestesicos locales al 
interaccionar con las proteinas y los lipidos de la membrana, 
pueden modificar las interacciones hidrôfobicas entre los li- 
gandos y el receptor,raodificando su afinidad. No obstante, debe 
considerarse que los anestesicos locales son activos en forma pr^ 
tonada y podrian también alterar las interacciones ionicas entre 
oI receptor y el ligando (191).
En la accion de los anestésicos locales sobre el receptor 
nicotinico parece que esta involucrado el ionoforo o canal ioni- 
co asociado. De hecho, la accion de estas drogas es similar a la 
producida por la dihidrohistrionicotoxina (HgHTX),que es un blo- 
queante especifico del canal nicotinico (250). Se encontre que 
la H^HTX y la tetracaina tienen un efecto inhibitorio similar so, 
bre la union de (^H)-escopolamina al receptor muscarinico (193)» 
Por otra parte, el metoxiverapamil, que inhibe el flujo de cal- 
cio a través de la membrana, también inhibe la union de (^H)-QNB 
a. las membranas del sistema nervioso central (191). Todas estas 
observaciones sugieren que un posible mecanismo de accion de los 
anestésicos sobre el receptor muscarinico, es que interaccionen 
con los canales idnicos asociados a este receptor.
La obsevacion de que el propranolol y la fentolamina, a 
concentraciones que tienen efecto anestésico definido sobre la 
membrana, inhiben la union de (^H)-QNB, sugiere que deben tener- 
se ciertas precauciones en las investigaclones sobre la accion
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de estas drogas (112). Los ligandos que actuan especificamente so 
bre los neurorreceptores, en general, ejercen su accion con alta 
afinidad a bajas concentraciones. La tnisma droga a al tas concen­
traciones puede actuar como anestésico y producir efectos total- 
mente diferentes. Por ejemplo, la fentolamina que bloques los re- 
ceptores a-adrenérgicos con una K^=l6 nM (Tabla I), puede inhi- 
bir los receptores muscarinicos pero a una concentracion mucho 
mayor, K^=10 P-M (Tabla V).
En resumen, varies hechos observados sugieren que los anes 
t.ésicos locales pueden actuar sobre sitios de la membrana distin 
Los de los receptores. Los siguientes resultados estan a favor 
de tal interpretacion:
1) No bay cooperatividad entre los sitios de union de los 
anestésicos y los sitios receptores.
2) La inhibicion causada por los anestésicos sobre los si­
tios de union de la (^H)-QNB varia con la concentracion, pudien- 
do aparecer competitiva a baja concentracion y no-competitiva a 
altas concentraciones.
3) Los anestésicos no protegen los sitios de union musca­
rinicos de la inactivacidn producida por el Triton X-100. También 
apoya esta interpretacion el hecho de que los anestésicos locales 
puÊden inhibir una gran variedad de receptores y canales ionicos.
VI-CONCLUSIONES
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La presente tesis ha tenido como objetivo el estudio de dj, 
versas propiedades de los neurorreceptores centrales. Estos estu- 
dios han comprendido la determinacion de las propiedades de union 
de ligandos a los neurorreceptores de las membranas sinaptosoma- 
les, la localizacion de estos neurorreceptores con respecto a la 
hendidura sinaptica, las alteraciones que en ellos producen cier­
tos agentes perturbantes de la membrana (como detergentes y anes­
tésicos) y la posibilidad de protegerlos contra la accion de es­
tos agentes mediante la uni6n de ligandos especificos.
De lo expuesto en los capitulos anteriores se puede extraer 
las siguien^ conclusiones :
A. Especificidad de la union de ligandos a los neurorre­
ceptores de las membranas sinaotosomales centrales
Al. La (^H)-DHE, antagonista utilizado en el estudio de 
los receptores a-adrenérgicos, se une especificamente a las mem­
branas sinaptosomales de los ganglios basales del cerebro de ga- 
to. La curva de saturacion es hiperbolica y alcanza una meseta 
entre las concentraciones 4 y 6 nM de (^H)-DHE. La representacion 
de Scatchard de la union especifica, una recta unica, indica que 
hay un solo tipo de sitios de union para esta droga a las concen 
traciones empleadas. El coeficiente de Hill es 0.95, lo que sugie 
re que no hay cooperatividad entre los sitios de union de esta 
droga a los receptores a-adrenérgicos.
A2. La union de (^H)-DHE a las membranas de los ganglios 
basales tiene una 3*7 nM (intermedia entre corteza cerebral
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y cerebelosa), y una nmol/g de proteinas,que es diez vo­
ces superior a la obtenida por otros autores en homogeneizados 
totales de cerebro. Estp indica que durante la preparaciôn de 
las membranas sinaptosomales hay un cierto grado de purificacion 
del receptor a-adrenérgico.
A3- La (^H)-fflE es fuértemente desplazada por agentes a- 
adrenérgicos y, en mucho menor grado, por otras drogas. De ello 
se deduce que la (^H)-IHE se une esencialmente a los receptores 
n- ;.(]renérgicos en el rango de concentracion utilizado en nues- 
tros experimentos.
A4- La union especifica de (^H)-naloxona, utilizada para 
marcar los receptores opiaceos de las membranas sinaptosomales, 
alcanza una meseta entre 8 y 10 nM, y una segunda meseta entre 
32 y 40 nM. La representacion de Scatchard corrobora la presencia 
de dos sitios distintos de union (uno de alta y otro de baja afi 
nidad) en las membranas sinaptosomales.
A5. El sitio de alta afinidad de la (^H )-naloxona tiene 
una K^=3.7 nM y una pmol/g de proteinas. El sitio de ba­
ja afinidad tiene K^=35 nM y Bnax =224 pmol/g de proteinas. En 
ambos casos se obtuvo una auemnto en el numéro de sitios recep­
tores en relacion al homogeneizado total de cerebro, lo ■ que in­
dica que hay cierta purificacion de los receptores opiaceos du­
rante la preparaciôn de las membranas sinaptosomales. Los coefi- 
cientes de Hill para ambos sitios son prôximos a la unidad, por
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tanto, no hay cooperatividad de la union en ambos sitios recep­
tores .
. La union especifica de (^H)-QNB a los receptores mus 
carinicos de las membranas sinaptosomales de la corteza cerebral 
de gato, présenta una curva de saturacion hiperbolica tanto en 
las membranas sinaptosomales crudas, como en las purificadas me 
diante un gradiente de sacarosa. En ambos casos la saturacion 
se alcanza a una concentracion de (^H)-QNB entre 0.8 y 1.0 nM.
Las representaciones de Scatchard son lineares y los coeficien- 
tes de Hill proximos a la unidad para las dos clases de membra*’ 
nas, indicando que solo hay un tipo de sitios de union e inde- 
pendientes para la union de (^H)-QNB.
A7. La union de (^H)-QNB a las membranas sinaptosomales 
cVudas tiene una K^=0.25 nM, y una K^=0.3 5 nM en las membranas 
purificadas por gradiente de sacarosa. La B^^^ en las membranas 
sinaptosomales purificadas es mucho mas alta que en las crudas 
debido a la mayor concentracion de receptores muscarinicos.
B. Efecto de los detergentes sobre la union especifica 
de los ligandos a los neurorreceptores
B 1 . Los detergentes modifican enormemente la union de la 
(^H)-DHE a las membranas sinaptosomales. El Triton X-100 produ­
ce inhibicion de la union especifica aun a concentraciones muy 
bajas. Otros detergentes pueden producir estimulacion de la union 
cuando se emplean a bajas concentraciones. Las estimulaciones
120
mas altas se alcanzan con deoxicolato y digitonina, ambos a la 
concentracion de 10~^/j. Todos los detergentes utilizados (Triton 
X-100. Nonidet P-40, desoxicolato y digitonina) inhiben a concen 
traciones que producen solubilizacion de la membrana presinapti- 
ca.
B2. La union especifica de la (^H)-naloxona también es 
afectada por los detergentes. En general, todos ellos producen 
inhibicion, pero el Nonidet P-40 y la digitonina a la concentra- 
c i on de 1 0 " producer una estimul.acion de la union. Como en el 
caso de la (^H)-DHE, todos los detergentes estudiados producen 
inhibicion de la union de (^H )-naloxona a concentraciones que di, 
suelven la membrana presinaptica.
B3. El Triton X-100 produce una inhibicion de la union de 
(^H)-QNB a las membranas a concentraciones por encima. de 10"^^. 
Esta inhibicion es total a la concentracion de 10”^^, la cual no 
disuelve proteinas de la membrana.
B4. Aunque el Triton X-100 produce inhibicion de la union 
de los ligandos a los distintos receptores, no favorece la diso_ 
ciacion de los complejos ligando-receptor, después de que éstos 
se hayan formado.
G . Localizacion de los neurorreceptores en las 
membranas sinaptosomales
Cl. El tratamiento de las membranas sinaptosomales con
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Triton X-100 0.1-0.2^ produce la desintegracion de la membrana 
presinaptica y deja intacta la postsinaptica, como fue demostra­
do al microscopio electronico por De Robertis y col. (172).
C2. El mismo tratamiento cuando se aplica a las membranas 
sinaptosomales marcadas con drogas radioactivas da lugar a una 
reduccion de la radioactividad especifica en el caso de la union 
de (^H)-DHE, (^H)-naloxona y (^H)-QNB, las cuales se unen respeç. 
tivamente a los receptores a-adrenérgicos, opiaceos y muscarini­
cos. En el caso de la (^^C)-EMTC, que se une a los receptores ni 
cotinicos, se produce un incremento de la union especifica des­
pués del tratamiento con Triton X-100. Estos resultados sugieren- 
que los receptores a-adrenérgicos, opiaceos y muscarinicos estan 
localizados pre- y postsinapticamente, mi entras que los nicotini^ 
oos estan localizados fundamentaimente en la membrana postsinap­
tica .
0 3 . El tratamiento con Triton X-100 0 . 5 % ,  que disuelve 
también la membrana postsinaptica, produce una reduccion de la 
union especifica de todas las drogas radioactivas utilizadas, irj 
cluyendo la (^^C)-IMTC.
04. Estos resultados aportan una evidencia bioquimica de 
la localizacion presinaptica de los receptores a-adrenérgicos, 
opiaceos y muscarinicos, que habè sido propuesta para explicar 
los mécanismes de retroalimentacion en la regulacion de la libe­
ra cion de neurotransmisores.
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D. Proteccion del receptor muscarinico
Dl. El tratamiento con Triton X-100 0.01^ produce una in- 
hiV)icion reversible de Ta union de (^H)-QNB a las membranas si­
naptosomales, mientras que a concentraciones mayores de 0.1^ pro­
duce una inhibicion irreversible.
D2. El receptor puede ser protegido de la accion deleterea 
del detergente mediante la preincubacion de las membranas con 
una concentracion adecuada de atropina.
D3. Los porcentajes de union de (^H)-QNB que se obtienen 
cuando las membranas protegidas con atropina 2.5 PJi son tratadas 
con concentraciones crecientes de Triton X-100, son muy simila­
res a los recuperados cuando se trata con las mismas concentra­
ciones de detergente las membranas previamente marcadas con (^H)- 
QNB. De esta forma se confirma la localizacion pre- y postsinapti 
ca de los receptores muscarinicos.
D4. Cuando se preincuba las membranas con atropina 10 KM, 
después de los lavados queda una inhibicion residual de la union 
de (^H)-QNB. Esta inhibicion puede ser parcialmente revertida si 
se trata las membranas con Triton X-100 0.1-0.2^.
D5. La proteccion producida por otras drogas colinérgicas 
no es tan efectiva como la producida por la atropina,pero inclu­
so el ligando nicotinico dimetil-d-tubocurarina produce cierto 
grado de proteccion. ,
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E. Efecto de los anestésicos locales sobre el 
receptor muscarinico
El. Los recdptores muscarinicos centrales pueden ser inhi- 
bidos por diversas drogas que producen anestesia local. En esta 
inhibicion la ,se halla en el rango micromolar y no existe coo­
peratividad entre los sitios de union de los anestésicos y los de 
la droga muscarinica (^H)-QNB, como se demuestra por la represen­
tacion logit-log de las curvas de inhibicion y por la representa- 
ci^n de Hill de las curvas de saturacion de la (^H)-QNB en presen 
cia de anestésico.
E2. La inhibicion producida por los anestésicos aparece co 
mo competitiva cuando se utilizan a a concentraciones proximas a 
la K^, y como no-competitiva cuando éstos se hallan présentes a 
concentraciones mayores.
E3. Los anestésicos locales pueden alterar tanto la constan 
te de disociacion como el numéro maximo de sitios de union de la 
(^H)-QNB.
E4. Los cationes divalentes Ca^^ y Mg^^ producen una lige- 
ra inhibicion de la union de (^H)-QNB y no contrarrestan la inhi­
bicion producida por los anestésicos.
E5. La inhibicion producida por los anestésicos locales 
sobre el receptor muscarinico es reversible, puesto que desapare- 
ce cuando se élimina el anestésico.
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E6 . A diferencia de las drogas colinérgicas, los anestési­
cos no protegen el receptor muscarinico de la accion deleterea 
del Triton X-100. Por el contrario, en presencia de algunos de 
ellos, el detergente produce incluso una inactivacidn mayor. Esta 
observacidn, junto con otros datos de la literatura, sugiere que, 
en el caso del receptor muscarinico, los anestésicos no interac- 
cionan directamente con el sitio receptor donde se fijan los li­
gandos especificos.
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ABREVIATURAS
(^H)-DHE: dihidroergocriptina tritiada*
(^H)-QNB; bencilato de quinuclidina tritiado.
)-DMTC: dimetil-d-tubocurarina.
Triton X-100 (detergente comercial); eter de polioxietileno 
Nonidet P-4O (detergente comercial): octilfenol nonaoxieti-
leno.
DOC: desoxicolato sodico.
Kj: constante de disociacion.
®max‘ maxi mo de sitios de union.
Ny: coeficiente de Hill.
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